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NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61 .2) 


Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 

Rriv PPT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Date of mailing (day/month/year) 

22 September lyyy (z2.0y.3yj 


in its capacity as elected Office 




International application No. 
PCT/JP99/00954 


Applicant's or agent's file reference 
D3-001PCT 


International filing date (day/month/year) 

26 February 1999 (26.02.99) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 


Applicant 




OKU, Naoto et al 




1. The designated Office is hereby notified of its election made: 


| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 


01 September 1999 (01.09.99) 


| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 


2. The election [ X | was 




| | was not 




made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 


The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 


Authorized officer 

Diana Nissen 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


Form PCT/IB/331 (July 1992) 


2856459 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 

02 September 1999 (02.09.99) 



To: 



SHIMIZU, Hatsushi 

Kantetsu Tsukuba Building 6F 

1-1-1, Oroshi-machi, Tsuchiura-shi 

Ibaraki 300-0847 ^^T^T^ 
JAPON Rc'-CiViU 

9, 1 3 1999 



SHIMIZU PATENT 
OFFICE 




Applicant's or agent's file reference 
D3-001PCT 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 

PCT/JP99/00954 


International filing date (day/month/year) 
26 February 1999 (26.02.99) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 


Applicant 

DNAVEC RESEARCH INC. et al 



1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

EP,JP,US 



In accordance with Rule 47.1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 
CA 



The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
02 September 1 999 (02.09.99) under No. WO 99/43752 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31{2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 1 9-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

• For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of WtPO 


Authorized officer 




34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No, (41 -22) 740.1 4.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 
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SHIMIZU PATENT 




Date of mailing (day/month/year) 
14 April 1999(14.04.99) 



Applicant's or agent's file reference 
D3-001 PCT 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/JP99/00954 



The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as 
detailed below. 

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

DNAVEC RESEARCH INC. (for all designated States except US) 
NANGO, Manoru et al (for US) 

International filing date : 26 February 1999 (26.02.99) 

Priority date(s) claimed 27 February 1 998 (27.02.98) 

Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau : 

List of designated Offices : 



12 March 1999(12.03.99) 



EP :AT # BE,CH,CY,DE f DK / ES,Fl f FR # GB,GR,IE r IT,LU,MC # NL,PT / SE 
National :CA,JP,US 



ATTENTION 

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. 

In addition, the applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 



X 



X 



time limits for entry into the national phase 
confirmation of precautionary designations 
requirements regarding priority documents 



A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the InternationalSearching Authority. 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer: \ 






34, chemin des Colombettes 


K. Takeda y>\ 




121 1 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No. (41-22)740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 





Form PCT/IB/301 (July 1998) 



)RM PCT/IB/301 



5rnational application No. 
ANNEX T<3TORM PCT/IB/301 I PCT/JP99/00954 

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

The applicant is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated in the 
Notification of Receipt of Record Copy (Form PCT/IB/301) by paying national fees and furnishing translations, as prescribed by 
the applicable national laws. 

The time limit for performing these procedural acts is 20 MONTHS from the priority date or, for those designated States 
which the applicant elects in a demand for international preliminary examination or in a later election, 30 MONTHS from the 
priority date, provided that the election is made before the expiration of 19 months from the priority date. Some designated (or 
elected) Offices have fixed time limits which expire even later than 20 or 30 months from the priority date. In other Offices an 
extension of time or grace period, in some cases upon payment of an additional fee, is available. 



In addition to these procedural acts, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable in 
certain Offices. It is the applicant's responsibility to ensure that the necessary steps to enter the national phase are taken in a 
timely fashion. Most designated Offices do not issue reminders to applicants in connection with the entry into the national 
phase. 

For detailed information about the procedural acts to be performed to enter the national phase before each designated 
Office, the applicable time limits and possible extensions of time or grace periods, and any other requirements, see the relevant 
Chapters of Volume II of the PCT Applicant's Guide. Information about the requirements for filing a demand for international 
preliminary examination is set out in Chapter IX of Volume I of the PCT Applicant's Guide. 



GR and ES became bound by PCT Chapter II on 7 September 1996 and 6 September 1997, respectively, and may, therefore, 
be elected in a demand or a later election filed on or after 7 September 1996 and 6 September 1997, respectively, regardless of 
the filing date of the international application. (See second paragraph above.) 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has 
the right to file a demand for international preliminary examination. 



CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

This notification lists only specific designations made under Rule 4.9(a) in the request. It is important to check that these 
designations are correct. Errors in designations can be corrected where precautionary designations have been made under 
Rule 4.9(b). The applicant is hereby reminded that any precautionary designations may be confirmed according to Rule 4.9(c) 
before the expiration of 15 months from the priority date. If it is not confirmed, it will automatically be regarded as withdrawn 
by the applicant There will be no reminder and no invitation. Confirmation of a designation consists of the filing of a notice 
specifying the designated State concerned (with an indication of the kind of protection or treatment desired) and the payment 
of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time limit 



REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled. 

Where the priority of an earlier national, regional or international application is claimed, the applicant must submit a copy 
of the said earlier application, certified by the authority with which it was filed ("the priority document") to the receiving Office 
(which will transmit it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 16 months from 
the priority date, provided that any such priority document may still be submitted to the International Bureau before that date of 
international publication of the international application, in which case that document will be considered to have been received 
by the International Bureau on the last day of the 16-month time limit (Rule 17.1(a)). 

Where the priority document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority 
document request the receiving Office to prepare and transmit the priority document to the International Bureau. Such request 
must be made before the expiration of the 16-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment 
of a fee (Rule 17.1(b)). 

If the priority document concerned is not submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Office 
to prepare and transmit the priority document has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable 
time limit indicated under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no 
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity to furnish the priority 
document within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

Where several priorities are claimed, the priority date to be considered for the purposes of computing the 16-month time 
limit is the filing date of the earliest application whose priority is claimed. 
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(81) t&^g CA, JP, US, BJtfllftlfr (AT, BE, CH, CY, DE, 
DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE) 



(54)Titlc: COMPOSITIONS FOR TRANSPORTING NEGATIVELY CHARGED SUBSTANCES 



(57) Abstract 

Novel transport carriers comprising poly alky limines having two or more hydrophobic groups transferred thereinto. It is found out that 
use of these carriers makes it possible to transfer genes into cells at a high transfer efficiency. 
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(57) Abstract 

Novel transport carriers comprising polyalkylimines having two or more hydrophobic groups transferred thereinto. It is found out that 
use of these carriers makes it possible to transfer genes into cells at a high transfer efficiency. 
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^Xri», tfet^F^^f'jn'J-y^rA ( Drug Delivery 
System; JilT#t r DDSj i:»t5) ttlSftftit**. 

afc^fc^tr^ *-£§tAt:fctt£#£tf safc^feS•£©#fc tt - 
ttJUb^WteHtHS^S * Site* D.^Jlig&MfcffigoRS&Clf 
ft) IKS K M (MMHS) £ fc BIBBS 1*1 S£ (fc«J£W) ^iJ^^tto 

tfV-A (F. Ledley et al., Human Gene Therapy 6, 1129-1144 (1995)), 
*W^ff (Human Gene Therapy 5,429 (1994)), ^7*f- K (Proceedings 
of National Academy of Sciences of United States of America 90,893 
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(1993) K ^Sa^-fc^ (Tang etal., Human Gene Therapy 4,823-832 
(1997)), (H«tf) *>^^^* < Ex P- Cell Res. 159,399 

(1985))&££0>J^3- £#T-££° 

#fco 5£^s DNAetf^^-t^'feKiiCilt^ DNA# 

2-5>*l/4 Jl/**^- ( h IM^T^-*) 7*o^> (DOTAP), K 
2-^5 ijxfj^^^T-D -3- ****** HDifS/iW>^ 
^7n; r* (DMRIE) ( F. Ledley et al., Human Gene Therapy 6, 
1129-1144 (1995)), h7>^7i^nf #W?>M^5. LfrLfttf 

c*L&©B«4**T*fc»t, ^ ****** 

SftT^So flitfcJU Kim &tt*'J 'J^>C»*^^*^ 3lx * 

**tt«sf*ffi c «t t> jbtt 9 y * i n^m xtk. dna^j: ®m%® 

5,679,559 ^)o tit. Zhou & tttt*ftft * A t fc * 'J U * > i: » >»* 
fr^5U#y-AtlBlft (X. Zhou et al., Biochimica et 
Biophysica Acta. 1065, 8-14 (1991), X. Zhou et al., ibid. 1189, 
195-203 (1994))o Zhou £ CO U * V - A tt, # <J -L-'J * > * - ^ 
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■caar*- ^Mffeof:. st, s^^pim 97/45442 ^> 7 u 

i^U>^> (PEI) e> nt ^ S (N. Oku et al. , J. Biochem. 100, 
935-944 (1986), N. Oku et al., Biochemistry 26, 8145-8150 (1987), 
Suh et al., Bioorganic Chem. 22, 318-327 (1994))o I'J^^^ 

jifc^Afclfc^T/fofflSttT (W096/02655, O.Boussif et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 7297-7301 (1995), B. Abdallah et ah, 
Hum. Gene Ther.7, 1947-1954 (1996), Lambert et al., Mol. Cell 
Neurosci. 7, 239-246 (1996), R.Kircheis et al. , GeneTher. 4, 409-418 
(1997), A. Baker et al., Gene Ther. 4, 773-782 (1997), A. Baker et 
al., Nucleic Acids Res. 25, 1950-1956 (1997), Durmort et al., Gene 
Ther. 4, 808-814 (1997), Tang et al., Gene Ther. 4, 823-832 (1997), 
A. Boletta et al., Hum. Gene Ther. 8, 1243-1251 (1997), Ferrari et 
al., Gene Ther. 4, 1100-1106 (1997)). # U 1/ W 5 >©MBrt 
lAilto^t, Demeneix £ C «t S * « £ ft ^ £ 

(Artificial Self-Assembling Systems for Gene Delivery, ed. by P.L. 
Feigner et al. , p. 146-151, ACS conference proceeding series, 1996) 0 

SfctCiili^fc r 7 >X 7 x £ £ A (J. -P. Behr etal., Proceedings of 
National Academy of Science of United States of America 86, 6982 
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(1989), fcS^fctDOGS [PROMEGA] K ij*7x***> ( [Gibco BEL], 
&3VM± DOSPA, P. H-Nelson et al., FOCUS 15, 73 (1993) ), -fe» 
7x*^> ( [Gibco BRL], & S ^ t± TM-TPS, Artificial Self- 
Assembling Systems for Gene Delivery, ed. by P. L. Feigner et al., 
p. 169-176, ACS Conference Proceeding Series, 1996), GL67 (&£t^ 
tt#67) nmit&Vd ( E.R.Lee et al., Human Gene Therapy 7, 1701 
(1995)) , RPR 120535 HSI^U (W097/18185, G. Byk et al., 
Tetrahedron Lett., 38, 3219 (1997)) WM^t^o 

&rt t:i£? * $ at 5 z t #t- # s - ^ * b& t & „ 
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* > ft (gfp) jtfe^^tf x^ntzy^^ i ^nciti 

Hiir^itigtbT, bfrfcaBISfcttrsS 

vitro 5 - bfc ($1). Z.(Dib& 

?-;Wbtf Ux^b W ^> (ff'jx^l/ W ^>©^^fil±» 600) £ 
DNA fcitSa-&fr*^^*^HepG2aBlia(3ite : F#XLfc^x 50W/i# 
ft*fc^fcfc?*A&£fcbT»&ftTl*3U*7** b7 = 
>© lOfgJ^B^jife^&Si^bfc (^l)o £fc* U*'v-A£b 

Tffl^fclSK jE#*^Mtl*j£M (BBMC) iC^lt U #7 h T 7 
5. >© 200 <&W±WV>3tfe^»a%^ tfe (12). 
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>&B\f&Mftt Ltz 5U<D7 fr* MtMtikZ'Ol' $ >(0 1 6 ) 0 

mzmx Ltzih^^-^mnx v^fco HepG2 M£flLiM#£TT^ -t 

«i>$6S&*bfc (313, 14), £fc, jfa?i#$^TT-, #*?-;Kbit 
bfc (&4)o 

±BBi± in vitro ©it£^# Afl©*§J£T" & § » il^ 
# £ — &: in vitro in vivo CRl^tf , in vivo (Dl&fc^-ftM 

^•7i? h7^>, DC-Chol/DOPE) tt v £ * J^TS-ffi^ "r )l ©IMf*I & 
naked DNA «fc t> Jtfc^aSttffi^ t $ tiT U 6 (Gene Ther 
1996, 3, 542-548) 0 f^t, t M»««IBIl!a* «fc Vtt^JP^ffliailia*^ 

-fciSffl^^;!/ ^ naked DNA t Jt^T W & *» t S^Sfc^lBS 

#&VF*Z?-)l% 2 ^#AtfeSI#^{i DNA fc©ft£#fc UfclRK in 
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( l ) + £ 2 ffl&±* A* U W s > 

( 2 ) j&zkS#=J i/^r D-AS, i&ftfc L < li^t§*n©7';i/*;]/^ 

( 3 ) aiTk^ff-^ + t 2ffl&±#A£ftfc* U r;i/4ri/ w * > 

tfTIBHt^oS (I) Tril£ftSfl:£tJ-e&3, (1) fci3«©ffifi£*^ 

R'-N- (CH 2 ) p " [N- (CH 2 ) q] X™ - CZ- (CH 2 ) r3 xn -N-R" ( I ) 
II II 
R' R 1 R l R' 

* b < tt^fiSJCDTWl/Ss b < &^t&m<D7 is 

-;H, u >BgK^Ss tfctt&a; (ID S$t. Q> 

R m R m 

I I 
- C (CH 2 ) 1-N] X P - C (CH 2 ) m-Z3 XP " (CH 2 ) n"N-R" U) 

I 

R' 
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tS*n& t < t±*lS»©7;i/*;i/** mmt>b < termor is IS 
'J >iISSs (in) *at. 3*. 

1, nu n, X p > X q t±ffiiS©a«»*a"ro) 

pm'+ 1 R m+ 1 

- [ <CH 2 ) a-N] XP-1 - C (CH 2 ) b-Z3 XQ + 1 - <CH 2 ) c"N-R' <■> 

R' 

(sS + s S##tefccfctfffi'JfiR m+1 ©S*^te {;: ^ Hg^tftinT 

*^ D -;i>£, fift^t<tt^jBsio7;i/*;vSx saw*) b < «^g&*n 

SS1£S£3IU p-oMJS^tJg^-TS 2o©R' 

(4) g*#fetc&a; (IV) oat)«b«ii4^trH (1) (3) 

-CH 2 -CH 2 -NH- (IV) 
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*SLfc (4) £B«©ilfififc«U 

(6) R\ R\ R"\ R m+l ©<J88©^1* *i*»2ffiJa±# N if^ 

S> rotj^ A>fji/«, ^wi^ ^rfM, * 

Z^-frM, 7^>;i/S> £ ^^i/Sx h*T-"v;i/S. h'J^S/ 

r F^tJ'^Sn ^>^f i/^^ ^^rlt^ yil/S, ^7^7 y 

J: DMiR£ft3*£^tK (5) (3BB«©M^tls 

(7) R\ R X x R"\ R m+ '©{iilm^-f ftfr 2MI^±#. 

^^r->;i/^s ^7"f-;i/Sx a-^^-Ji/Sx x 

^V^riz/l'Sv 'xdrtl-^^^Sx Ar^r->;i/Ss %&T}*# 971/ 

;i/**»e>&s»«fc DMK^nsa^^tfs (5) KfattoM^ 

(8) S (IV) ££tr*Ht##iBtt£«*& Ufc (4) fclBttOfctffcx 

(9) R\ R 1 s R"\ R m+! Offl!liI©^Tn^2f@W±A s s 
7dK;1/£ n ^>f-^Ss ^*->;H£x * 

fyMs ^t^-M/^ Ff yJH> hUx*> 

«t !>SlR.£*i (8) £lBtB©ffll*tK 

(10) R\ R\ R"\ R m+ 1 ©<HS«©^ -fJifr 2 ffi|J^±#s 7?- 
^>^-;u£x 'N^yJbS^ ^7"^;i/S, ^i'f;^ y-;i/Sx 

(in i >mmz^ts, ( i ) 5&»e> ( 3 ) ©^rn. 
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(12) ^ 2 fl^ftU L 5 #?x iSaittCJItS Ufe (ID 

(13) R \ R 1 x R m x R m+1 ©{$iji©0 iTtifr 2{IIJ^±#x 

;H£ N /nt;^ ^*^;H£x ^^^^ 

»«t t)MiR^n-2>a^^tfx (ii) tfat£©*ifi£tix 

(14) R\ r x x R m x R m+l ©ffl^©^-rn^2faj^±^x ^ 

^Jpi>;i/Sx xti-ftgk* yx;bg s 

^>^r->;Hs A^itri'il/^ ^r^ri/iUs %&V*9 Pri/ 
D»«£ft*«*£tN (ID K8B«®*&Jfc«K 

(15) Lfc (ID tiBf&OM^ 

(16) R\ R x x R ra x R m + '©fflllfg©!^ 1**1^2 II W±#x 

7Dt;H, y^;i/Sx ^>f-;i/^x ^^^^ ^r^;i/Sx 

^h^7=v;i/*x ^V^ryiH, ^ if 7= S' ;i/ S * ^7 % =r 

»i DiiiR£*i&S£^tfx (14) ciB«©*a$«u 

(17) R'x R\ R m x R m+1 ©{iyi©V^1 i tl^2PW±* s x "/^ 

^>^-;i/^x ^wi/Sx ^7"^;i/Sx t^f yx;p^x 

^>#xv;i/Sx A^^fi/;i/i, ^r^^^^Sx £ JiV:***^ 
;i/S*»5>&S»«fc t);i$R£ftSS£^tfx (14) £5E«©fflJ$*U 

(18) $ s> c u >Bts^^tfx (17) ©^i**ia»fciB« 
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(19) ] ) >mW&s +tt'J >Jl»tfcH:»ttU >IgftT"fc£s( 1 8) 

(2 0) V>jj!iC#> *X7 7f y^x^y-il/T^tilfeli* 
^7 7fy;i'3»j >#IS$lt^ (19) cg3«0*&fiR4fcK 

(2 1) ytW^*^77fi^iH^-il'7;>i 
fci±^^7T?-^;i/n "J >7f»Ss (2 0) fcgttOffifiSftk 

(22) ft*ft££-f S^SiSttftUCfcs ( 1 ) ( 2 1 ) ®^1*ft 

(2 3) £«*S*£1-S£SiS£«jR* s s «8ifcH:*©8##T-* 
5s (2 2) CfBtt©«fia«5*^tr«£fcN 

( 2 4 ) ( 2 2 ) Ifctt (23) fcSB«Ol££#**BII!Sfc:&tt£tf* 

(25) (19)^^(21) ©vrnfrfc«B«©iflfifc&*R£T3 

SUSf* Z t1*T:%% ft&BS 49-331230 ft&BS 43- 
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8828 xmft&m 4,032,480 ^mmms %±v&mft%tm 

4,467,115 ^#R8)o rfrHRS # u x*- u W * > 

S 600, ij„ a aSit;$> (tt5fc#aB*»&KK i^o a D & ExGen 500 
(Euromedex 7 L h^x^b>^>^^>^) Sffll^T * 

^BJ(z43^TffiV^tL-2)^Uxf-l/>^ * >CD¥£)#^ftf^ 200 
*»e> 1,000,000 "C& *) s L < It 300 h 500,000 D s £5>C*f 
S L < (i 500 100,000 Its *^;i> 5 >fctrfcKffi 

i:* 2 o®Sfc2k£g#*A£ft3o fit. Sfczkt$S©«Aifc£5®i<Jfc:ti 
a tttoKH L < fc^o ^^rttistfSJifji&ilizKttaiofttts lift 

7KSm. l'J75;»s *W^Kx Us 
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i:Lt(is man. i&mt&s m&m, u>m, *wl&s 

R-N- (CH 2 ) p - [N- (CH2) q] X™ - [Z- (CH 2 ) r 3 X" "N-R* ( I ) 
I I I I 

R' R 1 R 1 R' 



'ttzKJRx ^utd-Ms tS^o ^> t < &^®*o©t;i/*;1/S^ gain 
R m Rm 

1 I 

- [ (CH 2 ) i-N] X P- [ (CH 2 ) m -Z] X q- (CH 2 ) n -N-R' (I) 

I 

R* 
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<k<, R m ttz[c*s :v^fD-)H, «Sft 4) b < tt* fS*n©7;i/*;i/ 

g&*n& b < &^®%\<D7i/)\sm. ®mt> b < a^iaa©^;!/** 

R m+1 R m+1 

- [ (CH 2 ) a-N] XP*1 " C <CH 2 ) b'Z] " (™ 2 ) C -N-R" <■) 

R' 

J*fcoTl*-C**V>. *fc* * + * a ^ b > c ^ XP+ ^ X« +, ttff* 

-CH 2 -CH 2 -NH- (IV) 
•fc * b < R\ R 1 > R"\ R m+1 ©{iJ§I©<^ "fftfr 2fflW-t 

x^;i/Ss rotji/i, ^>^;i/Ss ^^^>^ ^ 



WO 99/43752 



15 



PCT/JP99/009S4 



h;^;!/^ Th7T'>;i/S, i>&7 : i/fr&* ^^V? ^> ^ 
7$ ri/fr&s t^r^Jl/^ y^-xWi^ «fc v x ^ 3 ;i/ £ ' 

&&aau DaJRSftsa*^^ u < ttx r\ r\ R"\ 

Ik* U 7;i/*b W 5 XZ^OTs 5$ (IV) £^tr*3ii±N 

ife-e&*#, D >Bh^ J:I-at5 3 h t: i; D x Utfv-A£S 

18©fc©*fctt*i/'f ;i/*#*?i:L^o U LTttx ^Jx.«s * 

^7 7f ^^X^y-^7^>ti§tt5^^1/t^Jl/*^7 7f ^ 
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—)vr ^ > ^ 7 t ^ v ;m U > #16 £ * f S * * 7 r 3- V 
;un'J> WS*S#s ^flft*fcS ^ &£$©&©) tffffBfc 

stilts. *£3itst4fciHfc bxfctx %m<D&mffiz 

mft&Vunt LTtts 0fl*tiU £0^©§£#ft#;§M:f fcftSo & 

ja&OS^tfctir.MJtT? 1/100 *|gfr*> 20 ItTfeSC^fJ l^o 

*HBB\ 200 mWT-C&5£ t < . lOOnm ttTTfeS d 

fcfc:«F*L^o *$8ffl©&£f*:©383g£iH^ ffe©*iB&8!lfcJ:ft 

fctt^7 7fyjb3'J>, EB&Kfc£Pii&i££©# : ?^*ffl<'**£fc 

© £ i£ ( O.Boussif et al., Proc. Natl. Acad. Sci .USA 92, 7297- 
7301(1995)) \z®:-oXnmn®WZMM^%Xt%Z - 
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> (DOPEs H*»fctt5S&tttO£fctt**7 t^^ 3 V > (eggPC, 

§i^Ls m£&fcn©;&a (N. Oku et al. , Biochim. Biophys. Acta. 
1280, 149-154,(1996))) tzfttMJ * V - A ©zk#M£ MSf S . £ © 

HfflfcfS^iStt?Wi: : £in*"C&»l©#fc(F. Liuetal., Pharmaceutical 
Res. 13, 1642-1646 (1996))t «t t) ift© U £ h* x>-f * UX7 i7-SS 

fc, ±§3©Jl££lb#k tixiMb#J£^A,T"UT4>£^o 

©** ht^gift* U >if^D D D StJ t ^ l J7j^l/>^ ^ >tIa D p©ft& 
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K t U #V — A fc©^*Jt££*fc«5© GFP Mfcl-%.%LZ%.t>-rm-C& 
So H^K PCL fcfc h U-fe^-;i/-PEI:DOPE (0.65:1,^ ;i/Jt, ^'Jifl/> 
-f ^ I : 600 ) Se^fo ^ttt DMRIE:D0PE(1:1, ^ ;i/ Jt 

D0TAP:D0PE(l:l,^;Ht) *m U C0S-1 ^fco 7*p y 

h±0#»ti:±SD !£^t. 

DOPE-PCL li h U -&*-;i/-PEI: DOPE (0.65:1, ^^Jt) **to eggPC-PCL 
(± h U -fe^^-PEI: eggPC (0.65: 1, ^;Hfc ) £S*1"o 

fclS©«IiaS££3lt>-rB|-£fcao E<K PCL (i h U -t^;b-PEI:D0PE 
(0.65:l,^;H:t, PEI ^f-I 600) ^^to C0S-1 £ ffl ^ o £ 

^5ii, (£*©U*V-A (DMRIE)©¥*ft3;fcB:7*7;* ^ b'lft£#© 
it^££x.fcB$©MS&£3tfc-f EIZ*&£o 0** DMRIE lipo.fcfc 
DMRIE:D0PE(1:1,^ ;i>Jt) £ $fflB^{± C0S-1 £ ffl V> fc „ 
7±gi5©#J^{±±SD ©+«S^t. 

@6li, ft#©'J*V-A ( D0TAP )©#»££&?* 7 X S Hlfc£fc© 
^Jg££xfcB$©ijfflB§#t4£3lfcTIST-&3o 0 D0TAP lipo.tt 
D0TAP:D0PE(l:l,*;i/Jt) Zmto C0S-1 
7±fi5©*Mitt±SD © + ffl**t*o 

0 7 lis ^-^i 600 ©^'Jifl/V-f S >Z\ii%mntLtzT)l*)\< 

0 9ti, 7)l^-)VitMm^^^^ W * >©^-fi£;U- h (1) 
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HI 12 lis 7;^MbiiSx^;i/ ^ >o^fi£;i/- f (l) tmtm 

m 1 3 T)i*)Htmmmz^)\< ^ >®£$^- m 2 ) £^1-0 

tJiT. ^sgHSfcHi^J^ d nfttfjicM-rstfs * is mitts 
mss©*' iji^i/>^> 600, iss^tf ^ > sp-006^ m 

&£tt.B*MmW.) 2g £ 100ml O^gTkT'jMU 500 ©EB 

^^iSM(UH-05, MftUmm. ; H^^ji^fi Ii7;3>ttl 8£#i£-fe 
)\y 8,400 SO"? n 2-3kg/cm 2 ©M^m^T> 1000ml ©^S7XT-PS^^3i 

zfi-itzo ^m®zm^tzmM®mmm (® 2o-30mi) 
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1.62g©-fef-;i/ 7D7^ FSI^l (^tt v l:2 K lmKDMJx^ 

(YMK 7 5. ^ >a»)*ffll^*SJS©# -U x^l/ W ' >£|&£ ufco 
Lfc-fe^>>Wb# U xfl/ W * >©l&*(± 70.4X"Cfeofeo -fe 
f ;i/WJ xf-U W ^ >©-fef-;i/*©#A£fcli NMRt?tftS* LfcoBPfc. 
1.3ppitt-Sfi©-fef- 2.5-3.5ppm tti£©** U x^l/ W ^>©7d 

h > jfctt 1 'Jxfl/V^ >C"fef-;i/36 3 ^^tf^^ltUS 

u *v-A*aitife6t, 10mM -te^;Wb# yxfi/W S 
>©^do*;ua lOmM s;*i/^--f T + Vfrx-* J -ft 

m^tzmnmmit^^-jiit^^^^^y^ z >/dope=o.65/i (^;nt) 

f^«Lfco -©31M-7 -f ;VASHI^Tt- 1 l$IB&«Lfc&H lnM&tt 
fcftSi^C DMEM (¥7^ BRL SO T'TRft tfeo ^©&s 

Jfc«09 h LTs -fe^Mbtf'Jx^l/ W ^ >©ttfc> D t Is 2- 
ij * ;i/ * * 7* n K;w-3-^p«f-;i/t pp*J/if;i/7>t-^ 
A7D * K (DMRIE)Sfctt 1> 2-* * 1/ * 4 ^tf* *>-3- ( h U ^^^T" 
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h* DNA ii pEGFP-Cl (^D->r^ttl) Sffil^fco d©7* 
Kiix I/** — ^itfi-^i: L/T GFP(green fluorescent protein)?: 
d — K LTU5feS>N * Ofcfc^fcJatt GFP ©mft^S^SiJ^-f £ d h 

3i»l>i£T-*it£L, TE MM (pH 7.5)13 2//g/ml ©*§j£T-}£J§?Ufco 7° 
K DNAI^-^CL^ 1 . 5ml x y ^ > h* ;i/ 7 ^ a. - 7* iz t & N # 
£b*© lmM U #V — A&ttfcSSiDLs 100// 1 2: & 5 <fc "5 DMEM £ AD X. x 
iST' 20 >3 > tfco 

(nmm 5 ] 

COS-liSfflfl&£ 1X10 5 cells/x-f -r>at 35m 7 s 4 y i/ a fc» § ,37°Cs 
5%C0 2 #STT'-^JS«Lfe o DMEM T* 2 [im&L*:^ HS£ Lfr'J **V 
^ h* DNA m^^^Jfil^^^JP© DMEM T'#fRU ±il 250 
U.\ lolzMWlLMMlzmuLtzo mW&s 37°Cx 5%C0 2 ©£:# 

"FT 3 l#|BK >^a.^<-i/ a > Ltzo 2mm&s U *'V-A/7*^^ ^ K 

dna ummjp© dmemt 2@&#&ao%FBs-DMEM 

2ml * ta * X 48 B$ ±£# L ft o 

[£«S«6] ^Ajlfi^^^ (GFP)©£S 

±13© 48 RpHSil UfcifflIfiOJg***Wi#Jfil^^«Bin© DMEM T- 2 ® 
1%©»KT TritonXlOO S§f«*iSJn^N ^jBT 30 ft 

7^a-7*fci|£L 3000rpmT* 10 #B83i'& Ufcofcfc^SSiSfiti Ex 493nnk 
Em510nm©^#;3£MJ££<fcofco :oesSB2C*t. *#BR8<0«a 

Mzm^tzWi&itttm® dmrie n dotap tut^Tite^fgsm 2 tew 
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mum 3-e dope ©ttfc t> i:iifi*o*x7 7f i^;^ u XeggPO 

to 03 C*SIH£^bko 03^?>fe^i.ct^C, eggPC *m^tz®£s 
DOPE £j£&b&jtfc^&Si£^ b£o 

COS-1 M£ 24 £ x^T^l/- h (=i-- 1 ^ x ;i/ $> t> 

lml -foMbs 37°C, 5%C0 2 #4T-e-Bfe^#t=i >7;i/^> h tL 
tzo DMEMT*-^ x;i/§ 2 tal^^^s MbfeT^X ^ H DNA/U 
-£#&«1£^&iIlgT" 1 £ x;i/»fc t) 200/zl -fomSP LfcoMSk 
37°Cx 5%C0 2 #fiTT' 3 I^P^-r >^ra^-^ a > bfeo £ fcs WSShL 
X DMEM©<5^ U # v — A&iftCD^fco^T & Ir! 1$ tc ft o 

IfflflSSix^'^^'tliT'^v — y )V — ( alamerBlue „ Biosource 
International IftXTcttSttffi^ttsSiftt) Sffl^Tfrofco Jf> 
*ft^ft©1}->:/;M&i«£l&£b> x;i/fefc t) iMMJn© DMEM 
200^1 5fS#&Lfc7 7 50^1 f oMbfco 

M&s 37-C, SXCO^STTlfifHO + a^aHft, 1 mm 
#«>x;i/©*«[* 1.5ml x>y^> FJl/7f t)s 750^1© 

PBS(-)£iD;iT lml bx Ex 535nnu Em 583nm <D&iyt&g.ffl%.% ft ^ fc © 
^©*S3t£E 4, HI 5, m 6 C^t. #f8$©*llM£ffl^ 
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l o ] T;i/*;Wb#i&* V if i/ w ^ 
T, PEI (6). fb^tils *b£ti£ P6) n^i/^uS^frfct^ALfc 

(^7, El 8 ) 0 

ih&Vn 2 

fb£-^& P6D20.3 (T;i/*;Wb£ 20.3%)- 

ilfjifl/^^^ PEI (6)5. Og 20ml l:tiLs 

;^D?-f h* 3.69g (3.45ml) * «9> o < D fc*iP Lfco ll^o-, 81 
flJftL^tff) 75*CT?SJiS**s 8 ISIHgU TLC tTrS/;^DT'f h*© 
vi^^St^tT^r^^^T Lfco |Sg7k£ 150ml in*, 

(ami con YMDtc J; D^l, 7 U-X H 4 t <t £ zK£Rfc£ LT 'J v- 
Zmtzo 42.2%; J H NMR (CDC1 3 ) 5 : 0.85 (9H,t,CH 3 -), 1.30 

(36H,m,decyl © CH 2 ), 2.70 (54H,br, -C 2 H 4 -N-) , 3.20 (14H,m,-NH-) 
6 : 0.85 t 2.70 ©7*o h >Jtfr & 20. 3% £ A £ ttT ^ 3 d 

lb£$J 3 ©£$ 

P6L18.4 (T^^M 18:4% )©-&$: 
PEI (6)2. Og y 10ml (cjgJBU 5 £ 'Ji^DT^f h* 1.66g 

(1.60ml) £®o < D i:*iDLfco I|7D- L&#?> 75 0 Ce 

RJfcS^ TLC t:tr x >^^n7'f KOi^SStBlt^* 

J^TLfeo *t, He*S 150«1 SD^s IS^53i (amicon YM1) t: «t D 
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HSL 7'J-XF7'fl:i t)*S»*LT^U T-*^fcoiR* 68.4% ; 
1 H NMR (D 2 0) 6 : 0.80 (8H,t,CH 3 -), 1.20(46H,m, lauryl © CH 2 ) ,2.60 
(54H,br,-C 2 H 4 -N-)<5 : 0.80 t 2.60 ©7d h >Jt^&7 £ U 

lbi§rt>4 ©£•££ 

P6M18.8 C7)l*fr<hBL 18.8%)©£j#: 
PEI (6) 5.0g y — ;i/ 20il £$gj*PU * 'J7f JI/^DV'f h* 

4.63g (4.97ml) * «9> o < t) £M Lfco I|7D- S Jt#£ h 
75*C-CE 8B$|gf£ N TLC CT ^ U Xf;^D7^ h*©?g&£fiflg 
IT^^7U;« ifcfcs jSS** 150ml J0;U PS** 5 £ ( amicon YM1) 
tiOii, 7 >j - X K 5 C £ ») * * R&£ b T * U v - £ f§ o JR* 
54.8%: *H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.90 (8H,t,CH 3 ~), 1-30 (55H,m, myristyl 
© CH 2 ), 2.70 (55H, br, -C 2 H 4 -N-), 3.55 (20H,m, -NH-) <5 : 0.90 t 
2.70 ©7"o h 5. U 18.8%^A£ftT^£ C 2:£Si 



<b£«D 5 ©£f£ 

<b-&«5«, P6C17.5 (T;i/*;WbJ£ 17.5%) ©£fifc : 
PEI (6) 1.28g 10ml CfcJBU -fe^;U7*DV^ h* 1.30g 

(1.30ml) £#>o < D fc*i0 tfeo S*7 Lfc#f> 75°CT- 

KJfo£-B\ 8 I^P^^s TLC t3T-fe^;i/7*o T-f K ®$Sfc&«fcK LT£j&£ 
ITLfe. *C 388* £ 150ml JP;U (amicon YMl)fc X D tt 

82.6% ; 1 HNMR(CDC1 3 ) d : 0.88 (8H,t,CH 3 -), 1.25 (60H,m, cetyl © 
CH 2 ), 2.70 (44H,br,-C 2 H<-N-), 3. 90(8H,m, -NH-) 6 : 0.88 t 2.70© 
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ib^rtJ 6 

4b&Va%, P6C24.5 (r;i/*;WtJg 24.5%) : 
PEI(6)1.0g 10ml fciSJBLs tf;^D7>f K 1.02g 

(1.02ml) £«9>-s < t) h«iD Lfc'o II7D-, }KJ$* L&#?> 75°CT 
fiiS?*, 8 B3F^^ TLC Ctt^^nv-f KCD^ife^StsgbT^)** 
HTlfc, jRSTk* 150mUD/U Eft 331 (amicon YM1)K <fc t) *f 

SL 7 'J-X p7-f (c£ t)zK*l»acl/T^U v-^ftfco JR* 85-5% ; 1 
HNMR (CDC1 3 ) 6 : 0.88 (10H,t,CH 3 -), 1.25 (75H,m,cetyl CD CH 2 ), 2.65 
(45H,br,-C 2 H 4 -N-), 4.88 (22H,m,-NH-) 6 : 0.88 t 2.65 ©7*o h > 
Jt*»e>-bf- 24.5%#A£*ITI><1> £ i:=&6tELfeo 

it&mZ, P6S21.1 (T)l*)l4bg. 21.1%) : 
PEI(6)5.0g y -;u 20ml t;^L^Xf7 'J ;i/ 7 o v>f F 5.57g 

(5.71ml) < t) $S J&Q L 7c o I|7D- S flt#£ 75°CT' 

$£1^7 Ufco ifcts 150ml iDx., Hft33i (amicon YMl)l3 «fc 

86.0% ; 1 H NMR(CDC1 3 ) 6 : 0. 90 ( 9H,t,CH 3 -) , 1 .30( 74H,m,stearyl © 
CH 2 ), 2.70 (57H,br,-C 2 H 4 -N-), 3.70(17H,m,-NH-)<5 : 0.90 ^2.70® 

rn h >J±/t) i ?>7 7 1 T y;ug# 2i.i%#A£*it ^5 a^llifc. 
ib&VaZ, P6SH.3 (7;i<*;WbJg n.3%) ©£$ : 
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PEI (6) 5.0g J -)V 2 Oml tS«U Xr7'JJl/7D7^ H 

2.78g (2.85ml) £ I9> o < t) ^MLfco L&#£> 
75°CT"£jfo£-£s 8B#|B&x TLCCT^r7'J;i/7Dy'f KOtBfcfcfltS 
It^SHTLfe.^Cs jRStK* 150ml Jra*s 3>§ (amicon YM1) 

53.3%; J H NMR(CDC1 3 ) 6 : 0.90 (5H,t,CH 3 -), 1 . 25 (35H,m,stearyl 
CD CH a ), 2.60 (56H,br,-C 2 H 4 -N-), 6 : 0.90 £ 2.60 ©7*D h >Jt*»fc 

mmt. ftlrm. 1,800 (SMil^ > SP-018. &iS:£#B#M$) 
*ijxf^^;> (PEI (18)fcB&«0 fc-fe*-;!/ (cetyl, C=16) 

jb-^t) 9 

4b£t;£,Pi8Ci2.3 (;p;i/*MbJg 12.3% )©£■■$ 

PEI (6)1. 50g 10ml tISU tfJl/7D?^ h* 0.87g 

(0.87ml) £f$>-^ < t) i:iJnlfco'ii7D-, L&#£> 75°C-C 

8 TLC CT-bfil/yDV^ F©}g*4ilSlt^t 

UTtfco jRg*^ 150il iP^.s (amicon YM1) \z «fc & 

SMs 7 U -X K^-Y <fc t)7k£l&£LTtf 'J T-fcfcfcoJR* 84.0% ; 
1 HNMR(CDC1 3 ) 6 : 0.88 ( 15H,t,CH 3 -), 1.25 (117H,m,cetyl © CH 2 ), 
2.70(170H,br,-C 2 H 4 -N-), 3.70(23H,m,-NH-) 6 : 0.88 t 2.70 ©7"P h 

ib-^tl 1 0 (D£f& 

fli^ttl*, P18C20.6 ( 7;i/*;Hb£ 20.6%) 
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PEI (6)1. Og 10ml tjgiU K 1.19g 

(1.19ml) £«9>o < i:^»P tfco i|7D-, L&#£> 75°CT' 

£j&£-feK 8B^^ TLC (CT-tr^^P H ©yg£ &ttB L X &f&* 
iHTlfeo IRSzk* 150ml JPXs Kft33i (amicon YMl)t <fc t> H 

t!L 7iJ-XF7^f £<fc ^Sfjlilt^'JT-^ilfc. 92.8%; 1 
HNMR(CDC1 3 ) d : 0.88 (26H,t,CH 3 -), 1.25(207H,m,cetyl <D CH 2 ), 2.70 
(155H, br,-C 2 H 4 -N-), 5. 15(44H,m,-NH-) (5 : 0.88 £ 2.70 © 7*n h > 

mmm 1 1 ] 7i>^ sitoiii 

HSfetfiJ 1 0T!£fiSL;fc 9 ao£l^|[ft:&«-^«a^S7K<c^«P pH£ 
7 ftjEtWRLfco 7XT'}gM tUVWb^^ii 50°CT" 15-30 #flD$U pHgS 
S¥&> 7*P-7M*iW}6 ( BR0NS0N tt> 20Dutycycle^ 5#) TffllLfe, 
^t© + t 'JT-^ftlilit? -f ;b # — (DISMIC-25cs, Cellulose 
acetate, 0.2jum, ADVANTEC T0Y0)T- flt3§ L tz o 

#^S60o©# >j i/ w s >©*§jgti^ y -?-©#^s£43h u 

43mg/il £ lOOmM ( 100nmol//z 1) ©it#til/| t « ?)\>* 

h y *$gfSttffiflm£T* 4°CT-{*#Lfc P 
C^M^J 1 2 ] S KiS«<DSSffi 

Q-15"7>? (LacZ) itfe^ (pCMVbeta(Clontech tt)fc:S* 

t5) £7" -7*5. h' pCAGGS (Hum Gene Ther. 1998; 9:1701-7 ) IzWX 
U 7*7* 5 h* pCAG-LZ15 £fit^ Lfco b*©* h * 7 
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(5mg DNA/ml TE) &ffll&$&ffl iSJfc© D-MEM (GIBCOBRL #M )T- #R t 58 
jug DNA/ml © DNAiSttfcWSlUfco lAtg DNA © fk S^^fttt 3nmok 
58//g DNA O&frSr'E ;!/&«: 58/zg x 3n mol=174 nmol Ltzo 

immmi 3 ] «i!#<fc** ur-?gr#©Ma 

N/P (N : 'J T — © — Y O 7 > © it^ ^ ;i/R/P : DNA © 'J 
D-MEM THKLfco 

[iWJl 4] DNA &£#©»$$& 

1.5ml x y ^> K;i/7fi-^C|II« 1 2 © DNA?£r& 100//1 £A*U 
ft^T-HSS^J 13©** U7-S« 100/zl £JP;LTig< £XT- 

^iST 30#W±ttSU DNAfc^tt (N/P=18«) 
feo ^©MtfMiitfe^A (DNA oh7>77i^>>a» OiSlutfT 

[%mm 1 5 ] t hJfrftfflJS^© in vitro Stfi^A 
DNA ©itfe^A 18 B#P^mi(3 t MFH6HBMS© Hep G2 £ 24-£ x;i/x 
>f y »>a £ 30,000 IM/^xJl/^^i 3 2/- K L It oitfc^S A it BU 
£M£ MEM T* 2 0^#tfc o HMJ 6 © DNA i: 
290ngDHA/200Ail/«!7x;i/i:fcS«fc-5 MEM * <t U'lfttfS^iP ( 50%FBS) MEM 
T-#5KL;:©3ie^#Ai§?££M 200a \lt> x-)itteZ> £otoz.tzo 

5%&K#**g*»"c 37°ct 3 mmw&s mfc^mxmmzw^s & 

m (10%FBS)£^tf MEMJ&fl&T* 2 & T: |3] *S ifc £ x )]/ t 

ttZXomZ-T 5%JKK#*iS*&T 37°CT- 48 B#MilL£o WIS© 
LipofectAMINE (GIBCOBRL, 2mg/ml)tt DNA : LipofectAMINE=290>ag : \n 
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gOit^T- OPTI-MEMi&*fc(GIBCOBRL)T- MKW.&foZBf&£ itmm® DNA 
[%ffi>m 16] Lac Z ftftvmfe 

mum 1 4©«0tgii&«^ D-PBsc-MBSF^E^sf&ffi) -c 2 

ft) £ lOOAtl/ 1 ^ «: S <t -5 im ^. s ^i&T- 15#ftf^ /hMorn- 

^ISfi^l (UR-20P S h^-iltS^ Power 10)T" 5#MItT 

aiia*«fe«Lfco zcDMrnfeMmziy *^&t> 0.5*1 i?^>fa7^ 

a-yt|L, jgifo (l,200rpnu 3 fl\ L fc ±fm * LacZ ?St4©$] 

LacZ rSt£©$J£& TROPIX, Inc tt©7"D h3-M;fof; 0 
fe^AHSMi h'J7U ^— h- (triplicate) "tfr^ LacZ 
e(ng)/^£BSFa(l 8>iS) ifc »3 light unit ±SDt^^bfco *ffl 

JBSfitt BCA& (Piercea)'l3«tofc„ 

[HflSfll 1 7 ] 7;b3r;Mb#ili£*' l JxfU>'f 5. in vitro 

T)l*)Hbfrt&W# U xf U W * >-DNAm£-ft©HepG2 fflflSCfcfT 
5 LacZSHs : ?©ISSI£Jfcifc ITS 1 C^Lfco »«ti¥$ft±SD (n=3) 
fc^-To #^fi 600 o# U x*- u w s >C7;^^*iAt5: 
•Zmfc?%m,\±M&Ltzo £tzs -fe^l/S (C=16) P6C24.5 N 
P6C17.5 t DNA© DNA fc^ttOitfc^aSttafcfc^ LipofectAMINE 

it ^ Jfll « ft # 4 T T' it ^ « A b & B# J± W 4 {§ s 5 0 % jfli ft # £ T T 7fc K 
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600 # 1,800 £ D Kv^fll*^ Lfco 













LacZ(RLU/iig - sec) 






No serum 


50% Serum 


P6 


1 


998±277 


675±405 


P6D20.3 


2 


87,740±15,127 


485±216 


P6L1 8.4 


3 


343,267± 3,449 


25,178±5,649 


P6M18.8 


4 


193,790±24,371 


307±135 


P6C17.5 


5 


453,539±7,415 


446,556±50,168 


P6C24.5 


6 


458,970±24,796 


467,869±8,685 


P6S21.1 


7 


282,858±29,015 


168,580±1 8,461 


P6S11.3 


8 


196,244±17,181 


11 9,383 ±19034 


PI 8C1 2.3 


9 


217,607±7,083 


80,766±7,426 


PI 8C20.6 


10 


34,336±6,861 


28,585±4,520 


LipofectAMINE 


113,637±48,504 


34,847±5,483 



[mmmi8] d^v-a^© 

P6C24.5 t DNA t (Dfe&fcVMfc? £ V 7-A t DNA 
(PCL) tttmLtzc U *V-A«l± P6C24.5/D0PE (1:1, ^)lit) t 

bmm^mmms^m^tzo Mkm^coMmitmmm 12-14 izm 
Dfco iijiaiijEm^^mflimr^^ifflBa (bbmc, ti^>^rAXt^ *b 

2 C^to &4>x PCL P6C24.5/D0PE (1:U ^ ;H£)£^U 
&<H±¥${iI±SD (n=3)^^te PCL t VM &&fo<Di&fc : ?-%WZ> ifo 
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l##STTjlfif iAltl, P6C24.5 # Sb t 15 li! ft « , 
LipofectAMINE©^ 10 {gig<^fgT*& o fc 0 il^STT Stfc^ * 

AtU, PCL i: DNAm&ft©3t£^&3i«x P6C24.5 #&® 10f£W±, 
LipofectAMINE ®$) 200 fgiS V*fiSt? fe o fco 

iS2 





ISffitt 

(eq) 


LacZ(RLU/*tg - sec) 


No serum 


50% Serum 


P6C24.5 


18eq 


214,053±72,524 


5,634±1,381 


PCL 


9eq 


192,369±24,775 


78,051 ±5,891 


LipofectAMINE 


20,628±1 1,680 


41 ±3 



m 9-10 C^Lfc-&l*;i/- h fcftVK H 11 t^bfc ZM(D7)l*)lit 

ib^rti 1 2 Eft (19 ) 

TKm^b^-hU^A (60%tttt!S9&k 0.462 g. 11.6 mmol) 
*fl/A75 h* (160 ml) *^TCTfh7xf 1/>a>^ 

^ >^>* h ^>U — h Ub£t) 1 Is 10.1 g^ 10.5 mmol) ©S> 
^A?> F (40 ml) ili^Tlf:. ifit* 1 B#IBiJi# L 
3-[(tert-7?-;i/y*?-;i/S' U^Jt^r^'l-l-^otrD^V (2.92 gx 
11.5 mmol) £$TLfco JElBSI* 1ST' 20 B$FM# U 

tt* • *IBLfco U (500 g) SI8^ft*7A^D7h^ 

^ + ^>-^^xf-;i/ (2:1) -f&m£ *ifc#B**«> 
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X sib&® 2 (3.57 g) *&&<D®*t LTfffcoM 30% ; 1 H NMR (CDC1 
3 ) 6: 0.024 (6H, s), 0.88 (9H, s), 1.65-1.78 (2H, m), 2.39 (3H, 
s), 2.41 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.44 (3H, s), 2.45 (3H, s), 3.10-3.45 
(18H, m), 3.58 (2H, t, J=6.0 Hz), 5.39 (1H, t, J=5.9Hz), 7.23-7.38 
(10H, ■), 7.65-7.83 (10H, ■). FAB MS m/z : 1132 [M+H] + . 

ib&W) 1 3 (H 9 ) 

&m<ti- h'J^A (60%&MMs 0.0644 g, 1.61 mmol) 45?^ 
ll/*j^7; h* (24 ml) CMS-Ss *ftT £ X <b£r$) 1 2 (1.52gs 
1.34 mmol) <D *J * A 7 5. H (6 ml) &*S&iiTLfco ifit 1 

B^^it^tfc^s tK^T l-^o^E^dF-^T 1 * y (491 /zl s 1.61 mmol) 
^ITLL fiJfc«*MT? 6 RB«»bfc«, **£&gx mm*-* 
)VX 2MtBLfco «lW«§£fc>«Tte*nft*3K"eifc^x • fttt L 
fco £ 2/ U * * ;i/ (35 g) $ffl^fc*7A^D7h^77-f-Cfr 
Its ^*tf>-ftKx?-;i, (3:1) T'?gJtS^tife7>ia$:«toTs <b£t) 1 
3 (1.64 g) 4fifiOft*l:lt»fc, « 90% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) 6 : 
0.023 (6H, s), 0.80-0.95 (3H, m), 0.88 (9H, s), 1.10-1.35 (26H, m), 
1.42-1.55 (2H, m), 1.64-1.80 (2H, ■), 2.40 (6H, s), 2.42 (6H, s), 
2.43 (3H, s), 3.03-3.11 (2H, m), 3.16-3.23 (2H, m), 3.25-3.45 (16H, 
■), 3.58 (2H, t, J=5.9 Hz), 7.25-7.36 (10H, m), 7.71-7.86 (10H, m). 
FAB MS m/z : 1356 [M+H] + . 

it&V>) 1 AO^Wu (09 ) 

fc^tl 1 2 (1.47 g N 1.30 mmol) :fe«fctf l-7*o^ Kf * > (373 >aU 
1.56 mmol) e> n ib£^ 1 3 OiirfiSc i: fttt t lift t , <b-£fa 1 4 (1.48 
g) *&&<D®*t LXntc* IR* 88% ; 1 HNMR(CDC1 3 ) 5 :0.023 (6H, 
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s), 0.80-0.95 (3H, i), 0.88 (9H, s), 1.10-1.35 ( 18H, m), 1.41-1.58 
(2H, m), 1.65-1.80 (2H, ■), 2.40 (6H, s), 2.41 (6H, s), 2.43 (3H, 
s), 3.03-3.11 (2H, m), 3.16-3.23 (2H, m), 3.25-3.45 (16H, m), 3.58 
(2H, t, J=5.9 Hz), 7.25-7.36 (10H, m), 7.71-7.81 (10H, m). FAB MS 
m/z : 1300 [M+H] + . 

1 5 (D&f& (El 9 ) 
fb^tJl 2 (0.803 g, 0.709 mmol) &&Tf l-7D^t^> (147 p. 
K 0.851 mmol) <b ^ {bGW) 1 3 (D^^ t HW. CUf* L * {t&VB 1 5 
(0.730 g) £ SfeCD«&*i: LTff fco 83% ; *H NMR (CDC1 3 ) (5 : 
0.023 (6H, s), 0.87 (3H, t, J=6.6 Hz), 0.88 (9H, s), 1.10-1.35 (10H, 
m), 1.45-1.57 (2H, m), 1.66-1.77 (2H, a), 2.40 (6H, s), 2.42 (6H, 
s), 2.43 (3H, s), 3.03-3.12 (2H, ■), 3.15-3.24 (2H, m), 3.23-3.45 
(16H, m), 3.58 (2H, t, J=5.9Hz), 7.26-7.35 (10H, m), 7.70-7.81 (10H, 
m). FAB MS m/z : 1244 [M+HJ + . 

fc&M 1 6 (D£$L (19) 

ibSM 1 3 (1.63 g N 1.20 mmol) 0T^tFD77> (33 ml) $ 
$tc, j- h77f JV7> : t- , )A7ji'^ l J KOt 1 h 7 t Yuy^y (1M) 
&tt (1.44 mh 1.44 mmol) ^tK^T ttiTlto iS"C1.5fifHi8 

TlciJfc • • ««U i^fcSSSi/ U (30 g) 

A^D7^77^-t*ltf;. ^*1t>-Slif;i' (1:1) TiSffl;* 

htzftm*m#>x, minium (i.3o g) % &&®m*t utufco 

IR* 87% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.88 (3H, t, J=7.0Hz), 1.15-1.34 (26H, 
m), 1.45-1.55 (2H, m), 1.74-1.84 (2H, m), 2.26 (1H, t, J=6.2Hz, -OH), 
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2.405 (3H, s), 2.415 (3H, s), 2.422 (6H, s), 2.43 (3H, s), 3.02- 
3.10 (2H, m), 3.22 (2H, t, J=6.6 Hz), 3.25-3.46 (16H, m), 3.66-3.76 
(2H, m), 7.26-7.35 (10H, m), 7.70-7.80 (10H, m). FAB MS m/z : 
1242[M+H] + . 

1 7 (D&m (H 9 ) 
4t£$) 14 ( 1.47 1.13mmol) £ kVr h 7 -/^-)IT > * - £ A 7 
U K©^ h?tFD77> (1M) (1.36 mh 1.36 mmol) % 
m$SU <t£^l 6 ©£fiE*:|5)$if3iif£U fcHr^ll 7 (1.21 g) £S 
fi©U*J:LTf fe« 91% ; 'H NME (CDC1 3 ) 5: 0.88 (3H, t, 

J=7.0Hz), 1.16-1.35 (18H, m), 1.44-1.56 (2H, m), 1.74-1.85 (2H, m), 
2.27 (1H, t, J=6.0 Hz, -OH), 2.405 (3H, s), 2.415 (3H, s), 2.423 (6H, 
s), 2.43 (3H, s), 3.02-3.12 (2H, m), 3.22 (2H, t, J=6.8Hz), 3.25-3.45 
(16H, m), 3.66-3.74 (2H, m), 7.26-7.35 (10H, m), 7.70-7.80 (10H, m). 
FAB MS m/z : 1186 [M+H] + . 

<b-&tl 1 8 (D^WL (0 9 ) 

1 5 (0.590 g, 0.474mmol) £ <fc Tlr h ^ 7*^- 7 > ^ - £ A 
7 U K©^ h7t h' D 7 7 > (1M) (0.57 mis 0.57 mmol) 
£>m&U to£$> 1 6 ©iirj$£:P]t$£&ft Us fciir^i 1 8 (0.513 g) £ 
a£©J|&*£: LTff feo « 96% ; »H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.87 (3H, t, 
J=7.0Hz), 1.15-1.35 (10H, m), 1.44-1.56 (2H, m), 1.75-1.85 (2H, m), 
2.26 (1H, t, J=6.2 Hz, -OH), 2.41 (3H, s), 2.415 (3H, s), 2.423 (6H, 
s), 2.43 (3H, s), 3.02-3.12 (2H, m), 3.22 (2H, t, J=6.6 Hz), 3.26-3.44 
(16H, m), 3.66-3.75 (2H, m), 7.27-7.35 (10H, m), 7.70-7.80 (10H, m). 
FAB MS m/z : 1130 [M+H] + . 
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1 9 ©£f& (H! 9 ) 
{b&VQ 1 6 (1.30 gs 1.05 mmol) tWfkibfcM (1.25 g, 3.77 mmol) 
O^f^^D'J h* (26 ml) Mt N h 'J 7i-J^X7 4 > (0.988 g, 
3.77 mmol) £ zK # T T in X. fc 0 tK^TT 20 #Kk ICIIT 1 «fH» 

(3:1) -e?gtb^nfe^ii^««>T> &S3®fc£i«j (i.34g) £6£©*& 

*il LTfffco JR* 98% ; *H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.88 (3H, t, J=7.0 Hz), 
1. 15-1.35 (26H, m), 1.43-1.55 (2H, m), 2.07-2.18 (2H, ■), 2.405 (3H, 
s), 2.413 (3H, s), 2.42 (6H, s), 2.43 (3H, s), 3.02-3.12 (2H, m), 
3.18-3.46 (20H, ■), 7.26-7.36 (10H, ■), 7.70-7.82 (10H, m). FAB MS 
m/z : 1304 and 1306 [M+H] + . 

<t&®2 0<D&m (12 9 ) 

fls£«J 1 7 (1.19 g, 1.10 mmol), KHJUbK* (1.20 g, 3.61 mmol), 
h U 7ir;i/*X7 -r y (0.947 g N 3.61 mmol) £ , ib&Vd 1 9 ©£■ 
J*i:Blt*IC«ft U fc£«5 2 0 (1.21 g) *&&(Dm*t LX'fttzo JR 
* 97% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) 8 : 0.88 (3H, t, J=7.0Hz), 1.15-1.35 (18H, 
m), 1.44-1.56 (2H, m), 2.07-2.18 (2H, m), 2.405 (3H, s), 2.414 (3H, 
s), 2.42 (6H, s), 2.43 (3H, s), 3.03-3.10 (2H, ■), 3.14-3.45 (20H, 
m), 7.26-7.36 (10H, m), 7.70-7.82 (10H, m). FAB MS m/z : 1248 and 
1250 [M+H] + . 

<b£t>2 1 O^m (09) 

<b£$118 (1.00 gx 0.886 mmol), EJUbft* (1.06 g, 3.19 mmol), 
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h \) 7 3L-)V*X7 4 y (0.837 g, 3.19 mmol) frbs fb£$) 1 9 

mtmmtmtt u {t&®2 1 ( 1.05 g) *&&<DB*t lx® tz 0 u 

m 99% ; 'H NMR (CDCI3) S : 0.87 (3H, t, J=7.0Hz), 1.16-1.34 (10H, 
m), 1.44-1.55 (2H, m), 2.07-2.18 (2H, m), 2.405 (3H, s), 2.413 (3H, 
s), 2.42 (6H, s), 2.43 (3H, s), 3.03-3.10 (2H, i), 3.19-3.44 (20H, 
m), 7.26-7.36 (10H, m), 7.70-7.84 (10H, m). FAB MS m/z : 1192 and 
1194 [M+H] + . 

itS® 2 2 (010) 

TkfftftT" MJ ^ A 0.0404 g^ 1.01 mmol) £ ^ 

j^jl/A7^ K (28 ml) tK^TKTt 1 h 7 1/ > ^> * 

^ * h — h (-fb^tl 1 1 x 0.404'g> 0.421 mmol) <Di/t ^ )V 

*^A7$ h' (2 ml) S»S«Tlfc. lll3ia«#Lfcg^ zK& 

Tft^tJ 1 9 (1.32 gx 1.01 mmol) © ^ / ft A T 5. Y (4ml) & 

USTlf:. EJ&»*M-e 18 «flH«j* UfcgfeN itCSi SK* 
*-;i/.-C 2 EittittJ Lfco JiliUiJftS^to-B'TffiiBiftiazK'etJfcVK • *S8S 
Lfco »J (60 g) §«l^*7A^D7h^77-f-l: 

*itfco ^^^^-S^if^ (2:1) T-?gtB£ft£ffl£j»£, ffc^* 

x^;i/ (3:2) T-^m^ns7>ii^*»T> m^i^m u.07g) &a 

fiOU*J:Ltifeo W 75% ; 'H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.88 (6H, t, J=7.0 
Hz), 1.15-1.35 (52H, m), 1.43-1.56 (4H, m), 1.90-2.04 (4H, m), 2.36 
(12H, s), 2.37 (3H, s), 2.38 (12H, s), 2.39 (12H, s), 2.41 (6H, s), 
3.02-3.46 (60H, ■), 7.24-7.33 (30H, m), 7.67-7.82 (30H, ■). 

fc£»2 3<D&f& (09 1 0) 
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fc&Vll 1 (0.384 g. 0.399 mmol) &cttHb£$) 2 0 (1.20 g, 0.959 
mmol) fb£t>2 2(D&f&tm®imttLs <t&® 2 3 (1.02 g) 

*&&(DBMtLZmtzo JR¥ 77% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.88 (6H, t, 
J=7.0Hz), 1.15-1.35 (36H, ■), 1.43-1.56 (4H, m), 1.90-2.04 (4H, m), 
2.36 (12H, s), 2.37 (3H 5 s), 2.38 (12H, s), 2.39 (12H, s), 2.41 (6H, 
s), 3.02-3.46 (60H, m), 7.23-7.34 (30H, m), 7.67-7.82 (30H, m). 

<b£t>2 4(Dsm m i o ) 

fls£*3l 1 (0.387 g, 0.402 mmol) £<fctMb£tl2 1 (1.15 0.966 
mmol) faG® 2 2 (D^mtmm^m^ U lb£tJ2 4 (0.962 g) 

Itifco IR* 75% ; >H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.87 (6H, t, 
J=7.0 Hz), 1.15-1.35 (20H, m), 1.42-1.56 (4H, ■), 1.90-2.04 (4H, m), 
2.36 (12H, s), 2.37 (3H, s), 2.38 (12H, s), 2.39 (12H, s), 2.41 (6H, 
s), 3.02-3.46 (60H, ■), 7.23-7.34 (30H, m), 7.66-7.82 (30H, m). 

it&® 2 5 (110) 

it^®2 2 (0.752 gs 0.220 mmol) £ 25%*Yb7K^ • ftg&ft ( 15 ml) 
ZttoXs lOO'CT" 18l$IH£Jfc£*fco flfettg^ £ t X % t> ft § 
Ht:x-r;i/^iJDLv iitS £ t «fc t) £lB0fls£& HBr £ 
(0.395 g) LTff fco IR* 78% ; 1 H NMR (D 2 0) 6 : 0.83 

(6H, t, J=7.1 Hz), 1.18-1.45 (52H, i), 1.63-1.76 (4H, m), 2.15-2.28 
(4H, m), 3.07-3.16 (4H, m), 3.22-3.33 (8H, m), 3.40-3.64 (48H, m). 
FAB MS m/z : 1096 [M+H] + . 

<tG® 2 6 (D&WL (El 1 0) 
<b^tl2 3 (0.814 0.247 mmol) #>Mb£rtl2 5 O^fiS i: HtHC» 
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ftU Slfe©<b&t) HBr iU. (0.429 g) £ 6 £: t T mtz 0 UK* 

79% ; ! H NMR (D 2 0) 5 : 0.85 (6H, t, J=7.1 Hz), 1.18-1.44 (36H, m), 
1.63-1.76 (4H, m), 2.14-2.27 (4H, m), 3.08-3.16 (4H, m), 3.25-3.34 
(8H, m), 3.43-3.64 (48H, m). FAB MS m/z : 984 [M+H] + . 

<b&®} 2 7 (D&WL (0 10) 

fc£&2 4 (0.808 gx 0.254mmol) t» <b£t) 2 5 t P$ fcti 

ft Us me©fl:£^ HBr % (0.451 g) £ 6 L T ff fc o JR* 
85% ; *H NMR (D 2 0) <5 : 0.85 (6H, t, J=7.0 Hz), 1.18-1.45 (20H, m), 
1.63-1.76 (4H, m), 2.14-2.29 (4H, m), 3.08-3.16 (4H, m), 3.25-3.33 
(8H, m), 3.43-3.63 (48H, m). FAB MS m/z : 872 [M+H] + . 

Wi 12-15 izmLtz^^JV- h CftVK0 16 IZfr-Ltz 5S©7;i/*;Hb 

2 8 (012) 
K >Bt&®i& (10.2gs 29.4imol)fr <b . Raymond £>(D15& ( J . 
Med. Chem. 1988, 31, 1183-1190) tftl^ fls^% 2 8 (22.6 g)£S£ 
Ltffco JR* 94%. 

Ib^tl2 9 ©£f& (012) 

Tkl^ft^hU^A (60%MfJ^tK 0.313 g, 7.81 mmol) ;i/ 
*jl/A7; K (90 ml) CM£-it\ *^Tttft^ft2 8 (5.33 g, 6.51 
mmol) ©^f^*AA7x Y (10ml) igifc£-iST Lfco i£t 1 
jt&Lfc&s tK^T l-^o^^^ltx* > (2.39mk 7.81mmol) £rS 
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MLtzo (130 g) |)8l^*7i»^7^77^- 

Idfrtts ^IJ-V-ffRx*-^ (2:1) "Ci6ai3;Hfc#B£3l«>"£^ <b£ 
$1 2 9 (2.30 g) £tt»fci*tt«5i: Itflfco M 34% ; l H NMR (CDC1 
3 ) 6: 0.88 (3H, t, J=6.8 Hz), 1.13-1.35 (26H, ■), 1.37-1.49 (2H, 
■), 1.50-1.59 (4H, m), 1.74-1.90 (4H, ■), 2.36 (3H, s), 2.41 (3H, 
s), 2.42 (3H, s), 2.43 (3H, s), 2.96-3.16 (14H, m), 5.30 (1H, t, J=6.4 
Hz), 7.24-7.34 (8H, m), 7.61-7.77 (8H, m). FAB MS m/z : 1042 [M+H] 



{t£tl 3 0 (D&f& (Ml 2) 

2 8 (4.06 g, 4.88 mmol) jo£V 1-^D^E Kt=* > (1.40 mh 
5.86 mmol) fr6> s 2 9 ©^figtl^ttCl!!^ U 4b£^ 3 0 (1.73 

g) t bxmtzo urn 36% ; ] h nmr (cdci 3 ) s 0.88 oh, t, 

J=7.0 Hz), 1.12-1.36 (18H, m), 1.37-1.49 (2H, m), 1.50-1.63 (4H, m), 
1.72-1.90 (4H, m), 2.36 (3H, s), 2.41 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.43 
(3H, s), 2.95-3.22 (14H, m), 5.30 (1H, t, J=6.6 Hz), 7.24-7.34 (8H, 
■), 7.60-7.76 (8H, ■). APCI MS m/z : 987 [M+H] + . 

3 1 <D£$L (012) 
<b£$)2 8 (4.00 g, 4.88mmol) \-7u=£*>7 $ > (1.02mk 

5.86 mmol) 1? £ , it 2 9 CD£f& i: mmizUtt U <fb£tl 3 1 (1.73 
g) *®tkV>}t LTffeo M 38% ; ! H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.87 (3H, t, 
J=7.0 Hz), 1.13-1.36 (10H, m), 1.38-1.47 (2H, m), 1.51-1.60 (4H, m), 
1.72-1.90 (4H, m), 2.35 (3H, s), 2.41 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.43 
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(3H, s), 2.95-3.22 (14H, m), 5.30 (1H, t, J=6.8 Hz), 7.24-7.35 (8H, 
m), 7.61-7.76 (8H, m). APCI MS m/z : 931 [M+H] + . 

itS® 3 2(D&f& (112) 

ittity 2 8 (5.06 g, 6.10 mmol) l-7ot7^ > (797 //U 

7.33 mmol) s lb£tl2 9 (D&mtmMlzUft <fb£r^3 2 (2.11 
g) ZtottMtLZmtzo &m 39% ; 'H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.87 (3H, t, 
J=7.3 Hz), 1.16-1.34 (2H, m), 1.36-1.48 (2H, m), 1.50-1.64 (4H, m), 
1.68-1.94 (4H, m), 2.35 (3H, s), 2.41 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.43 
(3H, s), 2.90-3.22 (14H, m), 5.30 (1H, t, J=6.6 Hz), 7.20-7.38 (8H, 
m), 7.64-7.77 (8H, m). APCI MS m/z : 875 [M+H] + . 

{ttrfy) 3 3 (D&m m 1 2 ) 

TkMiti-hWI* (60%&Mfi!i®$k 0.582 g. 14.5 mmol) 
*;i/A7^ K (85ml) zkftT £ T <b-&tl 2 8 (4.96 g, 6.06 

mmol) ©^^;i/*^A7; h* (15 ml) m$L%rfcl : ttco Ifit 11$ K 
LfcgK;tktf*T 3-[(tert--/^;i/^^< 'J ;i/)^-^v]-l-^P ; E 

7*D^> (3.68 g, 14.5 mmol) iSTLfe. 16B#P^H 

^gzks ISffi&JIzkT-ftVK ♦ mm btzo ( 160 g) 

*fflufci7A^D7h^7 7'f-l:*l^ ^3r+J->-i^x^;i, (3:1) 
T?g£b£tifc#iIi£lil#>T, <b£tl33 (5.94 g) LTff tz 0 

84% ; 'H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.022 (12H, s), 0.84-0.91 (18H, m), 
1.46-1.62 (4H, m), 1.62-1.76 (4H, m), 1.78-1.96 (4H, m), 2.41 (6H, 
s), 2.42 (6H, s), 3.00-3.26 (16H, m), 3.56 (4H, t, J=5.9 Hz), 
7.25-7.34 (8H, m), 7.63-7.71 (8H, m). FAB MS m/z : 1185 [M+Na] + . 
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fb&t)3 4(D&f& (012) 

fb£tl3 3 (5.94gx 5.10mmol) ©xh^tKD75> (100ml) ?§r£ 
ti N rf^^fil/TV^-^A?;^ 1 ] h'Of F7hFn77> (1M) 
(12.2mK 12.2mmol) §*^Ti:tiTlfe» ifit ll8lffl«# 

a&&*> U (120g) 5ffiufe*7A?D7h^77^-t;*ltto 

^-tf-V-H^x^u (1:4) T--M£ tifc7}Ii£*#>"^ 3tfB4Mb£tJ 
(4.55g) £ i: Uflfc. Jft* 95% ; 'H NMR (CDC1 3 )<5 : 

1.54-1.68 (4H, m), 1.70-1.82 (4H, m), 1.83-1.96 (4H, m), 2.42 (6H, 
s), 2.43 (6H, s), 2.52 (2H, t, J=5.8 Hz, -OH), 3.06-3.26 (16H, m), 
3.70 (4H, q, J=5.7Hz), 7.25-7.35 (8H, m), 7.62-7.73 (8H, m). FAB MS 
m/z : 935 [M+H] + . 

<b£t) 3 5 (D&m (012) 

^£^3 4 (4.55gs 4.87mmol) tWfkitfiim (7.75g, 23.4mmol) (D 
^fl/^P'J h* (80ml) h U 7 x-;i/**7 ^ > (6.14gs 

23.4mmol) $7K^TT'JDX.fco tK^T^ 1 ISM?* t tz'&s £J«£M 
STt^llfe. ?#£>ftfc£i?i£ U (150g) Sffl^fcfc^A* 

DYby77^-l;*ltf;. 0.5% ^;-;Hf^?a u KT?§ 
£B^tifc7>H^:*«)Tx &fB<ZHt£1fc (4.37g) % Sfe©*&*2: Uffe. 
1R* 90% ; 'H NMR (CDC1 3 ) 6 : 1.52-1.68 (4H, m), 1.80-1.94 (4H, ■), 
2.04-2.18 (4H, m), 2.42 (12H, s), 3.07-3.26 (16H, m), 3.39 (4H, t, 
J=6.4 Hz), 7.23-7.37 (8H, m), 7.60-7.77 (8H, m). APCI MS m/z : 1059, 
1061 and 1063 [M+H] + . 
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{b£t)3 6©£r$ (013) 

&mibi-l (60%ttfflS»ttk 0.209g, 5.23mmol) £SM^;u# 

;i/A7 5 h* (45nl)fc»»£-&* *#TfcTfti£«3 2 9 (2.27g, 2. 18mmol) 

®y^f;i/*;i/A7^ h* (8ml) M^Tifco ^iST l i$F^m#bfc 

£K*ft~Mb£t) 3 5 (0.964gs0.908miol)©^p< fil/*;i/A7 ^ K(7ml) 

(3-CHliRLTs ma0Mb&tl (2.04g) £ fi feOU^ i: Itifco 1R* 
75%o 1 H NMR (CDCI3) 6 : 0.88 (6H, t, J=7.0Hz), 1.15-1.35 (52H, m), 
1.37-1.47 (4H, m), 1.48-1.61 (14H, m), 1.74-1.94 (14H, m), 2.39 (36H, 
s), 2.95-3.22 (48H, ■), 7.24-7.33 (24H, m), 7.58-7.75 (24H, m). 

lt-£rtJ3 7 (D&m (0 13) 

fb£tl3 0 ( 1.73 1.79 mmol) £ &Tf fb£t)3 5 (0.844 5,0.795 
mmol) *<b, <b£tJ3 6 i: ft ft (ziift t N fb£rtJ3 7 (1.09 g) 

*&&<D®*t UTifco JR* 48% ; 'H NMR (CDC1 3 )<5 : 0.88 (6H, t, 
J=7.0Hz), 1.12-1.36 (36H, m), 1.38-1.46 (4H, n), 1.48-1.63 (14H, ■), 
1.74-1.92 (14H, ■), 2.39 (36H, s), 2.95-3.25 (48H, m), 7.20-7.35 (24H, 
m), 7.55-7.75 (24H, a). FAB MS m/z : 2871 [M+H] + . 

ib^t)3 8 (D€;$L (0 13) 

1 (1.73g, 1.86 mmol) H£U fbllrtl3 5 (0.820 g, 0.773 
mmol) *»e> x it^^}3 6 (D-SfctmUlzmttb. '^b^«9 3 8 (1.39 g) 
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ZtiteOfttMbLZmtzo W65% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) 6: 0.87 (6H, t, 
J=7.0Hz), 1.10-1.33 (20H, m), 1.38-1.47 (4H, m), 1.48-1.63 (14H, m), 
1.74-1.94 (14H, m), 2.39 (36H, s), 3.00-3.15 (48H, m), 7.23-7.33 (24H, 
m), 7.60-7.75 (24H, m). FAB MS m/z : 2783 [M+Na]' . 

ib&Vt) 3 9 (D&m (013) 

•fb£t)3 2 ( 1.59 1.83 mmol) £<fcl>* it&Vd 3 5 (0.882 g> 0.831 
mmol) 4bl§rtJ3 6(D&]&tmm£mttL, fb£« 9 (1.33 g) 

*&&(Dm*t Lxmtzo &m 60% ; j h nmr (cdci 3 ) <s ■. 0.86 (6h, t, 

J=7.3Hz), 1.26-1.27 (4H, m), 1.34-1.48 (4H, m), 1.48-1.66 (14H, m), 
1.74-1.94 (14H, m), 2.39 (36H, s), 2.95-3.25 (48H, m), 7.22-7.36 (24H, 
m), 7.55-7.75 (24H, m). FAB MS m/z : 2649 [M+H] + . 

it-SW 4 0 (m 1 3 ) 

<b£r^3 6 (1.01 g, 0.339 mmol) C 25XH<b7kH • (10 ml) 

£JQ;U 100°C-£ 6 ^flM^tt. £ t> £ 2.5%0Hb&m • B& : &1& (10 
ml) ^MflPLT 100°C-e 19 BtF^Hf&^-frfc,, LTf§ 
^.n^SgCi-T^^iJDL^ MMtZZ tlz£ «3ai3©'fb^tl HBr 
Jt(0. 628 g)£ ntz oiR* 88%; 1 HNMR(D 2 0) 6 : 0.88 (6H,s), 1.20-1.45 
(52H, m), 1.50-1.70 (4H, m), 1.75-1.90 (14H, m), 2.05-2.25 (14H, m), 
3.00-3.30 (48H, m), APCI MS m/z : 1135 [M+H] + . 

ft£tl4 1 (El 1 3 ) 

<b£tl3 7 (1.09 g^ 0.379 mmol) frt>, <\j&V>}4 OO&mtm&lZ 
*fl*U itS®) 4 1 (0.541 g) Zmtzo »72% ; 'H NMR (D 2 0) 6: 
0.85 (6H,t, J=7.1Hz), 1.18-1.43 (36H, m), 1.60-1.72 (4H, m), 
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1.73- 1.90 (14H, m), 2.00-2.20 (14H, m), 3.00-3.30 (48H, m), APCI MS 
m/z : 1023 [M+H] + . 

itG®4 2 (D&m (113) 

ft-&tl3 8 (1.03 0.363 mmol) <=> x <t£tJ4 0 (D&f&tmUlZ 
mttLs ft£t)4 2 (0.280 g) Zmtzo JR* 41% ; 'H NMR (D 2 0) 6 : 
0.85 (6H,t, J=7.0Hz), 1.23-1.42 (20H, m), 1.60-1.73 (4H, m), 

1.74- 1.89 (14H, m), 2.00-2.22 (14H, m), 3.00-3.32 (48H, m), APCI MS 
m/z : 911 [M+H] + . 

ib^M 4 3 (013) 
fc^t/3 9 (1.14 g, 0.430 mmol) frt>. 4k£;Vd 4 0 (D&f&tmmiz 

mttL, <b^#j4 3 (0.571 g) zmtzo urn 75% ; *H NMR (D 2 0) 6 : 

0.91 (6H,t, J=7.6Hz), 1.30-1.49 (4H, m), 1.57-1.72 (4H, m), 
1.73-1.90 (14H, m); 2.03-2.23 (14H, m), 3.00-3.32 (48H, m), APCI MS 
m/z : 799 [M+H] + . 

4 4 (D^f& (014) 
fcmitj-YWk WmmffliMW). 0.544 g^ 13.6 mmol) *V*?-)\< 
*)IAT$> h* (180 ml) izmmmt, 7K^T(wT^^t)2 8 (10.1 g, 
12.4 mmol) C^^fiV*i^7; h* (20 ml) )M£}i§T t tz 0 ^iST* 
1 mmmftLtz'&s tK^T 3-[(tert-7^;i/^:f;i^> 'J* 
7Df7n;0 (3.44 g N 13.6 mmol) ZffiTLtzo R)fo$£^ST- 17 

m$mn\stz'&, 7k#c&£ s ^^x^^x- 2isiamtfco iajts^r 

(250 g) $lHf:A7A'?D?^77^-l:iP^ ^*i7->-l^x 
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(1:1) -Cfe&ZntzftmZM&Zs it£%)4 4 (4.52 g) £G£© 
mmt ttdfc. IR* 37%c 'H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.017 (6H, s), 
0.84-0.89 (9H, s), 1.48-1.58 (4H, ■), 1.60-1.71 (2H, m), 1.72-1.93 
(4H, m), 2.41 (4H, s), 2.42 (4H, s), 2.43 (4H, s), 2.93-3.25 (14H, 
m), 3.55 (2H, t, J=6.0 Hz), 5.30 (1H, t, J=6.4 Hz), 7. 23-7. 34 (8H, 
m), 7.55-7.77 (8H, ■). APCI MS m/z : 991 [M+H] + . 

4 5 (D&f& (114) 
TjcfSMb^hU^A (60%ttfflSSI«U 0.0499 g, 1.24 mmol) 
JU;^A7; h* (20 ml) C!8S$^ *^TtTft^«l4 4 (1.02 g, 
1.04 mmol) ffl-;^f;^^A7^ h* (5 ml) M^ITLfc. 1ST- 1 
mmMW&. zktfrTtX <b£$)3 5 (0.506g x 0.471mmol) (Di/*?)l 
^A7^ K (5ml) Si^iTLfc. S*6ffl[% MX 22 ftrdiftft Ufc 

g&ft&i&zkxftv^ £«-«»Lfco sgs^'j*^^ oo g) saj^ 

f:*7A^D?F^77^-l:*lt, AJpt>-Siif;b (1:1) x*S 
$t5ft^ft4 4&$gfflLfc&s 5% ^^y-;i/-^^l/>^o 'J KX 
}3dJ£*ifc#!i£ll#>X, <b£tl4 5 (0.92 g) *&&(Dm3itLZn 
tzo JR¥ 68% ; l H NMR (CDC1 3 ) 6 : 0.013 (12H, i), 0.85-0.88 (18H, 
m), 1.45-1.58 (14H, m), 1.60-1.74 (4H, m), 176-1.94 (14H, m), 
2.30-2.48 (36H, ■), 2.95-3.25 (48H, m), 3.54 (4H, t, J=6.0 Hz), 
7.23-7.34 (24H, m), 7.58-7.73 (24H, m). 

4 6(D&m (114) 
fc&toA 5 (0.901gs 0.313mmol) (Dr- h t PD7?> (18ml) &tt 
iz s f ^77'f;^7>^-')A7;^t | J For h7hFD77> (1M) 
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mm (0.75mU 0.75mmol) 5*^Ti:tiT Lfco ^iST" lBS^^t 

i/ >J ts V ;K 17g) *ffl^fc*7A^n7h^7 7'f-l:*ltfc.2% p< 

(0.780g) £ G£©*&*i: ITHfeo M 94% ; »H NMR (CDC1 3 ) <5 : 
1.46-1.60 (14H, m), 1.68-1.76 (4H, m), 1.78-1.94 (14H, m), 2.40 (36H, 
s), 2.47 (2H, t, J=6.0 Hz, -OH), 2.98-3.24 (48H, m), 3.67 (4H, q, 
J=5.9Hz), 7.24-7.33 (24H, m), 7.55-7.75 (24H, n). 

ib&® 4 7 <D&m (m 1 5 ) 

fb£t)4 6 (0.761g^ 0.286mmol) ©*f-U>*niJ K (12ml) i&r&t;: 
W^itfitm (0.947g, 2.86mmol) tHJ7x-^*^7 0 (0.750g, 
2.86mmol) £7K*£T"Ciflx.fco 1ST* 1.5 B$Slia# t fcgU 

ETTteHtfco ^fenfcaat*^ u (40g) ^m^^^A^n 

7h^7 7^-i:iP(tto AJp+f>-^ifil/ (1:3) T'^m^tifc7> 
HSUi&Tx itaa©ft£-$J('0.744g) *&&<DB*t tt»fcolR* 94% e 
»H NMR (CDC1 3 ) (5: 1.40-1.66 (14H, m), 174-1.97 (14H, n), 2.02- 
2.16 (4H, m), 2.40 (36H, s), 2.94-3.24 (48H, m), 3.37 (4H, t, J=6.4 
Hz), 7.23-7.35 (8H, m), 7.55-7.77 (24H, m). 

{b^rtl 4 8 (D^WL (015) 

zKfcfc^HJSA (60Xfte«l!K»1»s 0.0307 g, 0.769 moI) 
jl/^A75 K (18ml) (3S5»^-&n *ttTfcTfls£%l 2 9 (0.668g N 
0.641 mmol) © p< A T 5. h* (5 ml) ig$££ifc~F b fco ^^T" 

1 Bgaft&g^ 7K^Tt3T M4 7 (0.731g, 0.263mmol) ©^^^ 
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;^A7$ K (5ml) ®WL*r&T tfco £Jifc>$£^ST- 4 B^JlifLfe 
7K + tfi#, yfl/>i7D U FT* 2®}ftajLfco »tB$££fc>-t»:T 
M%&. mm&i&fctm^ • iSIlfc. 1IS^> U (30 g) 

T-£S#fMb£t) 29^StHU:i^ 2% p< 9 J * 1/ > * □ "J 
h*T'^m^tlfe^li^*«)Tx fls£«9 48 (0.761 g) £6£©*&*i:L 
Tftfco JR* 62% ; 1 H NMR (CDC1 3 ) <5 : 0.88 (6H, t, J=6.4 Hz), 
1.12-1.34 (52H, n), 1.40-1.48 (4H, ■ ), 1.49-1.62 (24H, m), 1.73- 
1.95 (4H, m), 2.38 (30H, s), 2.39 (30H, s), 2.97-3.27 (80H, m), 
7.23-7.33 (40H, ■), 7.55-7.74 (40H, m). 

fc£«l'4 9 <D&m (015) 

fc£«4 8 (0.742 g, 0.158mmol) C 25XHft*f!3 (15 ml) 

£flD;U 100°CT- 4l$F ( a£J&£*fco £ *> £ 25%^-fb7jc* • ff^i^M (7.5 
ml) fcjiiDLT 100°CT* 19 l$K£J5B£ ■£ fc o S^ftx ^l^Silti 
e>ii5a«ifc:x-y;i,£»iniu MT6c: D3if3tfMb-£ti HBr 
j&( 0.442 g)£fcfc<,JR* 86% ; 1 H NMR (D 2 0) 6 : 0.93 (6H,m), 1.30-1.60 
(52H, ■), 1.70-1.80 (4H, ro), 1.80-2.00 (24H, m), 2.10-2.35 (24H, m), 
3.08-3.48 (80H, m). APCI MS m/z : 1619 [M+H] + . 

[fij&mi] z h * p&HLomia 

mmmi9. 2 OT^J*Lfc8g©i§*tt0HBrE*fFas MS^g 
7K£fin;U lN-Na0HT- pH £ 7fd-j£t:i9S^«-^0^ b y L 
fco L&VWb^ttfcJ: 80°CT- 15-30 # Ms iiBCRLT pH H 

SH&s 7D-7Iif$ (BRONSONtts 20 D'utycycle, 5#) T* L «, 
4TO=^t 'J7-ia{iI^i:7^^- (DISMIC-25cs^ Cellulose 
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acetate, 0.2#i, ADVANTEC T0Y0)T* tt» t it „ U T-M©it£ 
\±7 *y~Y ufXD^ftm&t Vtzo IP*>, * h * ?mm\£ lOmM © 

(10niol/Atl) Ht^^^tbfeo Ztlt>(DX h V ^Jg«tttffifflfiF* 

T? 4°CT&#L£o <£fflB#s fcfclBbfc* h 80°CT* 15-30 

[H«50|J2 2] 7 to * \s W ^ in vitro 

7 , ;i/*;KbiS0if-u>^ ^ >©t hffF&fflflS (Hep G2)Kar 

fttt TEL-D8 N TEL-D12 X TEL-D16 fcffllK £ ifcttHSfeW 12-16 izmttz* 
:tl?)©*ts TEL-D16 ttJR^ffiVNjtfi? «a**tfc« TEL-D16 Ol 

LipofectAMlNE ©#3 10 fgiStWilT'fc o fco 

S3 







(eq) 


LacZ(RLU/«g ■ sec) 


No serum 


50% Serum 


TEL-D8 


27 


9 


179±41 


163±23 


18 


177±67 


146±20 


TEL-D1 2 


26 


9 


295±198 


134±10 


18 


4,130±3,316 


128±6 


TEL-D1 6 


25 


9 


106,494±22,206 


23,608±8,655 


18 


1 55,01 3±8,1 91 


17,593±6,292 


LipofectAMlNE 


9,345±9,S73 


2,373± 1,620 
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[H5S^J2 3] T)V^)VitM^^)]/iy<0 iw vitro Jtfi^A 

T^u* Mb a ib*'*;!' ^ >©t hst^mm (Hep Gzjt^-rsafe^* 

«BI±TSL-D4s TSL-D8* TSL-D12, TSL-D16, PSL-D16£fflVK £&fcfc^Jfc 
m 12-16 (CipCfco 

|g*%S4t:^tfco h 7 >X7 x £ >> 3 >f$ N jflifS^^AncD*l^. 
LipofectAMINE ©afc^SBSfcit^Tx TSL-D&\ TSL-D16 ii 10{£W±x 

PSL-D16 it 5 fgtt±£^fifc*Lfco jfil^^iPT-Ji TSL-D16 

& LipofectAMINE © 10 fg W±iStWfiT- & -a fc » 









LacZ(RLU/<ig 


• sec) 






(eq) 


No serum 


50% Serum 


TSL-D4 


43 


9 


140±14 


142±5 


18 


479 ±570 


2,517±2,361 


TSL-D8 


42 


9 


163,488±55,392 


269±5 


18 


141,151 ±111,159 


291 ±9 


TSL-D1 2 


41 


9 


1,999±2,270 


144±3 


18 


10±14 


132±8 


TSL-D1 6 


40 


9 


142,963±26,041 


50,683 ±8,892 


18 


17,435±12,412 


23,393±10,319 


PSL-D1 6 


49 


9 


63,231 ±16,41 5 


6,721 ±2,608 


18 


S63±412 


2,702±383 


LipofectAMINE 


9,345±9,573 


2,373±1,620 



t rfl$BS*SHBfl& BxPc-3 (Primary pancreatic adenocarcinoma, *B 
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£SS3£&5$£ftcfc D A#) 4 10%FBS (GIBCOBRL *±®0 &«inLfcRPMl 
^ ±fe ( GIBC08RL !t®e )T* 37 e C\ C0 2 ig«§§T-tgli t fc. H3«fc:fc M*M 
gfll SK-N-MC( Glioblastoma, ATCC «fc t)A?)^ 10%FBS * M L fc D-MEM 
tgjfe (GIBCOBRL ttK) - ? 37°C, CO 2 i£#SsT" Jg# t fc „ &^©*ffifla£ 
tripsinM&x*#Lfc&^©tgjfcT' 3 HJj3fe#&, 1x10© 8^ cells/ml 

«fctf»S±T® 2 ^-pjfCst 4 trmvBlftnMM 2 4 t-I^lfcll 
B§=&*0.2ml £&#Lfc ( vi&tt 29Gxl/2// , x^^»^#tt)o £#2 
31^x £»Lfct hmmmmm BxPc-3 CDHJlgtttt 0.5-0.8cnk HI 
0.5-0.8ciT?fc^fco -15, t httilfl SK-N-MC©J»^gi« 0.9- 
1.4cnk fit 1.1-1. 75ci -eifcofco 

[H»J2 6] 7*-7* ^ KcDHSm 

^vyogfiiei© GFP (Clontech tt. pEGFP-Nl) £7"^*^ h* 
pCAGGS {zJfALfcT-^X ^ K pCAG-EGFP %»®Lfco K© 
Xhy*Jgffl[ (8mgDNA/ml IE) $ 5%^;i/3-X(ftiln n nXift^^ 
tts r K«>aai*ift)-C#«iL 500//g DNA/il 0 DNASS»4H»tfc. 1 
/zgDNAOftSfi^H&B: 3nmol , 500>agDNA ©^m^^ii 500Agx 
3 nmol = l,500nmol bLtz* 

N/P (N : U T-O- h D V >0»««f^;i/tt/P : DNA © V 

Am^f^;i/^©Jt) # 0.3 mmtizz xonnm 21 ©* h v zm&*. 
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[&JIS012 8] DNAJft 

jfcvvcfllifll 27 u ioo/z l *mz.x%k< >;> £*t- 

£ST? 30#W±ft«U DNA*6£ft (N/P=0.3^S) 

"[fSffi« 2 9] ^T^tt3SSx"i7^-C*©ilfe : f SSS 
H;6fc0'J 28 © DNA Ig-aifc 50^1 (12.5,ugDNA)£ 2 5 

S^v->^£DM*l*l(-ii^S^-Lfe 296x1/2// s rfr^V&Gi 

tt)o DNAmi§rft©&# 10 B^x "7«>^*i-f;H»#TCS*liii0S 

lK$5l:gLfc. It*© GFP fgJBS&fc^T* (+ ) ttSlV^Sx 
(± ) \*Mfrft&ms (-) (i^m^t^^l-o b M^KJSIBIIfi BxPc-3 
C*tU TSL-D8, TSL-D16, PSL-D16 % TEL-D8, TEL-D16 ifi nakedDNA <fc 
D3S^ GFP©&##®£3;h,fcoKtllCfc bWJglP^H SK-N-MC tC # U 
TEL-D8 ffi nakedDNA J; !> GFP tifc« 
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115 









BxPe-3 


SK-N-MC 

\J IX 1 H 1*1 


TFI -Dfl 

1 C.L- L/O 


57 
£ r 


+ + 


4- 


tfi -m 7 








TEL-D1 6 


25 


+ + 


± 


TSL-D4 


43 


± 


± 


TSL-D8 


42 


+ + 


+ + 


TSL-D12 


41 






TSL-D16 


40 




± 


PSL-D16 


49 


+ + 


± 


Naked DNA 




± 


- /± 



h % » m n ^ m m -r s c t * °j t& t & ^ 1 „ 
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TIB^^it (I) T*3I£ ti^ib^tl-efe^s 1 £B3«©*fi.J» 0 

R-N- (CH2) p " [N- (CH2) q] X™ " [Z- (CH2) r 3 X" "N-R' ( I ) 
II II 
R' R 1 R 1 R' 

R m R m 

I I 
- [ (CH 2 ) l-N] X P- t (CH 2 ) m -Z] X q- (CH 2 ) n -N-R" (D 
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R m (i7lc^ 3UXtd-^ tain*) t < (i¥ta*n(D^;i/^;i/ 
U >flgSBSs gfctt&it (III) ^ito 5$ + > 

- [ (CH 2 ) a-N] XP+1 ' t <CH 2 ) b"Z3 XQ+1 " <CH 2 ) c"N-R' (D 

R' 

^^p_ ;l/ ^ N ggfn *) u < \±^fffifo<D7)\<*)\'&, tain*) t < tt^F fiafl 

g^S^il, P-O-Mf^fc^TS 2 OCR ' (il5l-T*^oTfe 
iftotl^U^o £fc> a, bs c, X p+1 , X q+1 iittt 

4. (iv) ©tB&Euflutfc^t^ iiai^^o 

-CH 2 -CH 2 -NH- (IV) 
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6. R\ R\ R"\ R m+1 ®«iJiim^ft> 2flIW±#x xfJl/S, 

^>fiVSv ^^r^iUs ^7f;i/S, 

rf7T'>;H, ^>^f'>JVS^ 'V^it^^Jl'Sx ^7"* ri/Jim^ 

7. R\ R\ R"\ R m+1 OffiiJfM©^-fti* i 2<iJU±#, 
^>5 L ;i/Ss ^^r->ii/^ ^7°f-;i/£. 

I, <7 >^^;i/*s Kr^Wl/S, h'Jri/Mv rl>7f'>;H, 

8 . ^ (iv) z<g$sMmftftf&ttizmffi Ltzmm%4 izmmcomm^So 

9. r\ r 1 , R m , r m + 1 CD do u <z) -r n ^ 2 m w -t * s . x^;^ 

7nt^i N ^>^;i/S, '^^^/;^S^ t)-^^ 

10. R\ R\ R"\ R m+1 Of|iJIM©^'ftl^2{iW±^s 7"?-;i/ 

^>f;i/S, ^**>;i/S, ^r^;^ xtf-fr&s x 
^•>^x^;i/Sn ^^itf^;^ ^yfri/fr&s s&xf*? 9 71/ 
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12. >#2#^&^ t it«JRt:ai|gUfc»*® 1 

13. R\ R\ R m > R m+1 ®ffliJ8l^f ! *ifr2iiW±#s x*-;i/ 
7Dt;H^ 7f ^=^>;i/&> * 

14. R\ R 1 . R"\ R m+1 ©fflyM©U-f tifr 2fgJU±#. 

X, ^>f-;i/S^ ^^ri/;H> ^rf^Ss ^■^f/i'^ 5 s 

^V^t^I/Sn ^^r"9-5= % >;i/*N ^7'^'f^;^I^ JSiVt^r^ 
1 5 . ZDll >*£##te#fc«l£Lfctt;fcJl 1 1 tS3«©«a^«3o 

16. r\ r\ r°\ R m + '©fifto^irftfr 2f@j^±^, 

£ x 7ot;H, 7f ;i/S, Ji/Sv ^^ri>;i/Ss ^^^iH^ # 

^ >x Fr->;^^^ HJt^ 

rl>7T^S, ^>^'r^^S^ ^Z-y-ri/)]/^ ^7 9 7*/ 

17. R\ R 1 ^ R"\ R m+ l ©fc«0l^-rftj&» 2{!W±#s 

^ s ^=^i>;i/Ss ^yi-ftg,, y-;i/Sx x 
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1 8 13 IB « 

2 0. 'J>flgft*\ *^77fy;n^;-^7^>f«$fctt*^ 

2 1. "j yti/'f^*777f^;i/x^;-;i'7^>ife 

2 2 . ft«?S£*iTS£SiStt ! fel*^ l*#JS 1*621 (D^Thfr 

2 3 . Jtm^££T3£JlT£lMR#\ 4«£ fctt*©8§**T?s&5s 
8I$£ 2 2 £SBtt©i»JaMfc£3tf*£#o 

2 4 . 2 2 £fcl£2 3 lzmM(D&&fcZMMlz&M£ it Z XM 

2 5 . fl|$3 19*621 r ft Jb»fcK«®ffififc$l 

1/ W $>£tzlt%<Dtg%^$S*y he 
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2/1 6 

m2 




WO 99/43752 PCT/JP99/00954 



3/1 6 

IH 3 
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4/1 6 
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K 
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h- 



S3 W^v^bt^Wi 'aWaay^Vg'. J^tj W 



s 
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5/1 6 
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6/1 6 



O) 




00 
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7/1 6 



M7 



H N- 

-N - — N- 'N 

\ 
NH 

H 2 N— N— N — NH 
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(54) Titre: LIPOPOLYMAMINES COMME AGENTS DE TRANSFECTION ET LEURS APPLICATIONS PHARMACEUTIQUES 
(57) Abstract 

Lipopolyamines of formula (I), wherein each of Rl, R2 and 
R3, which are the same or different, is a hydrogen atom or a -(CH2)q- 
NRR r grouping, where q is independently 1, 2, 3, 4, 5 or 6 for each 
of the groupings Rt, R2 and R3; each of m, n and p, which are the 
same or different, is an integer from 0 to 6; and R4 is a grouping 
of general formula (II), wherein each of R6 and R7, which are the 
same or different, is a hydrogen atom or a saturated or unsaturated 
CI 0-22 aliphatic radical, with the proviso that at least one of the 
two groupings is not hydrogen, u is an integer from 0 to 10, X is 
an oxygen or sulphur atom or an optionally monoalkylated amine 
grouping, Y is a carbonyl or methylene grouping, R5 is a hydrogen 
atom or an optionally substituted natural amino acid side chain, and 
r is an integer from 1 to 10, with the proviso that when r is 1, R5 is 
an optionally substituted natural amino acid side chain, and when r is 
more than 1 , R5 is a hydrogen atom, are disclosed. Pharmaceutical 
compositions containing said lipopolyamines, and the use thereof for 
in vitro or in vivo nucleic acid rransfection in cells, are also disclosed. 

(57) Abrege* 

La pr6sente invention se rapporte a des lipopolyamines de formule (I) dans laquelle Rl, R2 et R3 representent independamment Tun 
de 1'autre un atome d'hydrogene ou un groupement-(CH2)q-NRR\ q pouvant varier entre I, 2, 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere independante 
entre les diff6rens groupements Rl, R2 et R3; m, n et p represented, independamment Pun de I' autre, un nombre entier pouvant varier 
entre 0 et 6; R4 represente un groupement de formule generate (H) dans laquelle R6 et R7 representent independamment Tun de I'autrc 
un atome d'hydrogene ou un radical aliphatique, saturg ou non, en CIO a C22 avec au moms Tun des deux groupements gtant different de 
rhydrogene; u est un nombre entier choisi entre 0 et 10; X represente un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyie 
ou non; Y represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene; R5 represente un atome d'hydrogene ou une chaine laterale 
d'acide amine naturel, le cas echeant substitute et r represente un entier variant entre I et 10 avec lorsque rest 6gal a 1, R5 representant une 
chaine laterale d'acide amine naturel substitue ou non et lorsque r est superieur a 1, RS representant un atome d*hydrog6ne. EUe conceme 
egalement des compositions pharmaceutiques les contenantet leurs applications pour la transfection d'acides nucieiques, in vitro ou in vivo 
dans des cellules. 
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LIPOPOLYAMINES COMME AGENTS DE TRANS FECT ION ET LEURS APPLICATIONS 
PHARMACEUTIQUES 

La presente invention concerne de nouveaux composes apparentes a la famille 
des lipopolyamines, des compositions pharmaceutiques les contenant, leurs 
5 applications pour la transection in vivo et/ou in vitro d'acides nucleiques et leur 
procede de preparation. 

De nombreuses maladies gen&iques sont associees a un defaut d'expression 
et/ou une expression anormaie, c'est a dire deficiente ou excessive, d r un ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
10 d'anomalies genetiques par le biais de 1'expression cellulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

Aujouidliui, plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 
intracellulaire de ce type d'information genetique. L'une d'entre elles, en particulier, 
repose sur l'emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthetiques 
15 ont deux fonctions principals, compacter 1'ADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 

Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 
developpement d'une technologie basee sur l'emploi d'un lipide cationique. II a ainsi ete 

20 mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2 f 3- 
dioIeyloxy)propyl]-N,N ( N-trimethylammonium (DOTMA), interferait, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de TADN, qui est charge 
negativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires, et permettait ainsi la delivrance intracellulaire de 1'ADN. 

25 Toutefois, bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
presente le desavantage d'etre non biodegradable et de posseder un caractere toxique a 
Tegard des cellules. 

Depuis le DOTMA, d'autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 
modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 
30 "spacer". Parmi ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un groupement d'amrnonium 
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2 

quaternaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatifs de cette categorie de lipides cationiques. D'autres composes, oomme les 
DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'un groupement choline a la place 
du groupement d'ammonium quaternaire* En general, 1'activite transfectante de ces 
5 composes demeure toutefois assez f aible. 

Une autre categorie de lipides cationiques, les lipopolyamines, a egalement ete 
decrite. Au sens de la presente invention, le terme lipopolyamine (tesigne une molecule 
amphiphile comprenant au moins une region hydrophile polyamine associee par une 
region dite spacer a une region lipophile. La region polyamine des lipopolyamines, 

10 chargee cationiquement, est capable de s'associer de maniere reversible avec Tacide 
nucleique, charge negativement Cette interaction compacte fortement l'acide 
nucleique. La region lipophile rend cette interaction ionique insensible au milieu 
externe, en reoouvrant la particule nucleolipidique formee d'une pellicule 
lipidique.Dans ce type de composes, le groupement cationique peut etre represent^ par 

15 le radical L-5carboxyspermine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires et deux secondares. Les DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la transfection de cellules 
endocrines primaires. 

En fait, un agent de transfection synthetique ideal devrait presenter un haut 
20 niveau de transfection, et ce pour un large spectre de cellules, posseder une toxicite 
nulle ou a defaut une toxicite tres minimisee aux doses d'utilisation, et enfin, etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer de nouvelles 
lipopolyamines, original es de par leur fraction polyamine, et qui soient susceptibles 
25 d*etre utilises efficacement dans la transfection in vitro et ou in vivo de cellules et 
notamment pour la vectorisation dacides nucleiques. 

La presente invention a pour premier objet des lipopolyamines, sous forme D, 
L ou LD et leurs sels caracterisees en ce qu'elles sont representees par la formule 
generate I 



30 
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Dans laquelle : 

Rl, R2 et R3 representent independamrnent Tun de 1'autre tin atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q-NRR' avec 

5 q pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere independante entre les 
dtfferents groupements Rl, R2 et R3 et 

R et R 1 representant independamrnent Tun de I 'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH 2 )q'-NH2 » q' pouvant varier entre 1, 2, 3 t 4, 5 et 6 ceci de maniere 
independante entre les difterents groupements R et R\ 

10 m, n et p representent, independamrnent Tun de r autre, un nombre entier pouvant 
varier entre 0 et 6 avec lorsque n est superieur k I, m pouvant prendre des valeurs 
differentes et R3 des significations differentes au sein de la formule generate I et 

R4 represente un groupement de formule generale II 



15 dans laquelle: 

R6 et R7 representent independamrnent Tun de 1'autre un atome d'hydrogene ou un 
radical aliphatique, sature ou non, en CIO a C22 avec au moins Tun des deux 
groupements etant different de I'hydrogene, 




II 
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u est un nombre entier choisi entre 0 et 10 avec lorsque u est un entier superieur a 1 
R5, X, Y et r pouvant avoir des significations differentes au sein des differents motifs [ 
X-(CHR5)r-Y] 

X represente un atome d'oxygdne, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou 
5 non, 

Y represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene 

R5 represente un atome d'hydrogene ou une chaine iaterale d'acide amine naturel , le 
cas echeant substitute et 

r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a 1, R5 representant 
10 une chaine Iaterale d'acide amine naturel et lorsque r est superieur a 1 , R5 representant 
un atome d'hydrogene. 

A titre de chaine Iaterale d'acide amine naturel on entend notamment designe 
au sens de Tinvention des chaines contenant des motifs amidinium comme par 
exemple la chaine Iaterale de l'arginine. Comme il Test enonce precedemment cette 
15 chaine peut etre substitute par des groupements aliphatiques satures ou insatures, 
lineaires. ramifies ou cycliques en CI a C24 tels par exemple des radicaux 
cholesteryle, arachidonyle ou retinoyle, des groupements mono- ou poly-aromatiques 
tels par exemple des derives benzyloxycarbonyles, benzyle esters, rhodaminyle 
substitues ou non. 

20 Ces nouveaux produits de formule generale (I) peuvent se presenter sous 

forme de sels non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. Ces sels non toxiques 
comprennent les sels avec les acides mineraux (acides chlorhydrique, sulfurique, 
bromhydrique l phosphorique, nitrique) ou avec les acides organiques (acides 
acetique, propionique, succinique, maleique, hydroxymaleique, benzoique, 

25 fumarique, methanesulfonique ou oxalique) ou avec les bases minerales (soude^ 
potasse, lithine, chaux) ou organiques (amines tertiaires comme la triethylamine, la 
piperidine, la benzylamine). 
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A titre representatif des composes selon I'invention on peut plus 
particulierement citer les composes de sous-formules g6n6rales suivantes: 
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dans lesquelles R4, R6 et R7 possedent les definitions precedentes. Preferentiellement, 
R4 y represente un groupement NR6R7 avec R6 et R7 figurant dans les sous formules 
III a XII un groupement identique choisi parmi (CH2)n CH3, (CFWn CH3, (ClUn 
CH3OU (CH2) 12 CH3. 

10 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les composes 
revendiques comprennent en outre un element de ciblage permettant d'orienter le 
transfert de l'acide nucleique auquel ils sont associes. Cet element de ciblage est de 
15 preference incorporer, sur le compose de formule generale I, au niveau de la chaine 
laterale d'acide amine figuree par le substituant R5. Plus preferenttellernent, Telement 
de ciblage est lie, de maniere covalente ou non covalente, au compose selon 
Tinvention. 

II peut s'agir d'un element de ciblage extracellulaire, permettant d'orienter »e 
20 transfert de l'acide nucleique vers certains types cellulaires ou certains tissus souhaites 
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(cellules tumorales, cellules hepatiques, cellules hematopoietiques, etc). A ce titre, il 
peut s'agir d'un ligand de recepteur cellulaire present a la surface du type cellulaine 
cible comme par exemple un sucre, un folate, me transferrine, une insuline, une 
proteine asialo-orosomucoide ou toute molecule bioactive reconnue par des recepteurs 
5 extracellulaires, II peut egalement s'agir d'un element de ciblage intracellulaire, 
permettant d'caienter le transfert de Tacide rtucl&que vers certains compartiments 
cellulaires privilegies (mitochondries, noyau, etc) comme par exemple, une sequence 
signal de localisation nucleate, (nls), qui privilegie Taccumulation de l'ADN transfecte 
au sein du noyau. 

10 Plus generalement, les elements de ciblage susceptibles d'etre mis en oeuvre 

dans le cadre de Invention incluent les sucres, les peptides, les oligonucleotides, les 
steroldes ou les lipides. Pneferentiellement, il s f agit de sucres et/ou peptides tels que 
des anticorps ou fragments d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou des 
fragments de ceux-ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs, etc. En particulier, il 

15 peut s'agir de ligands de recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de 
cytokines, de recepteurs de lectines cellulaires ou de recepteurs de proteines 
d'adhesion telles que les integrines. On peut egalement citer le recepteur de la 
transferrine, des lipides HDL et des LDL. L'element de ciblage peut egalement etre un 
sucre permettant de cibler des lectines tels que les recepteurs asialoglycoproteiques, ou 

20 encore un fragment Fab d'anticorps permettant de cibler le recepteur du fragment Fc 
des immunoglobulines. 

De la rnerne fagon, il est possible d'envisager l'association a un compose de 
formule generate I d'un agent marqueur de type biotine, rhodamine, folate par exemple 
sur la chaine laterale d'acide amine R5. Cet agent marqueur peut egalement etre une 
25 sequence peptidique ou pseudopeptidique lineaire ou cyclique comportant Kepitope 
Arg-Gly-Asp de reconnaissance des recepteurs primaires et/ou secondaires des 
proteines d'adhesion du type integrines. 

A titre illustratif des lipopolyamines revendiquees, on peut plus 
30 particulterement citer les composes suivants, decrits de maniere plus detaillee dans les 
exemples ci-apres: 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l7-CH3]2 
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H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2N[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodamine)N[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2) 1 7-CH3]2 
{H2N(CH2)3>2N(CH2)4N{(CH2)3NH 2 >(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
5 {H2N(CH 2 )3 >2N(CH2)4N{(CH 2 )3NH2}(CH 2 )3NHCH2CON[(CH2)17-CH3]2 
{ H2N(CH2)2 } 2N(CH2)2NHCH2COGIyN[(CH2)l 7-CH3]2 
{ H2N(CH2)2 } 2N(CH2)2NHCH2CON[(CH 2 ) 1 7-CH3]2 
NH 2 (CH 2 ) J NH(CH 2 )4N[(CH2) 3 NH 2 ]CH 2 COGIyN[(CH 2 ), 7 CH 3 ] 2 

NH 2 (CH 2 ) ? NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ).,NHCH 2 COLysN[(CH 2 ),7CH,]2 
10 NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ),NHCH 2 COLys [C1-Z]N[(CH 2 ) 17 CH 3 ] 2 
NH2<CH 2 ) 3 NH(CH2)4NH(CH 2 ).,NHCH 2 COLys [CHO]N[(CH 2 ) 17 CH.02 
NHz(CH 2 ) ? NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COLys [Cholesteryl]N[(CH 2 ) l7 CHj] 2 
NH 2 (CH 2 ) ? NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ),NHCH 2 COLys [Arachidonyl]N[(CH 2 ), 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) ? NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COGIuN[(CH 2 ) l7 CH,] 2 
15 NH 2 (CH 2 ) ? NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 )jNHCH 2 COGlu [N(CH 3 ) 2 ]N[(CH2)nCH,) 2 
NH 2 (CH 2 )3NH(CH 2 )4^4H(CH2)JNHCH 2 COGlu [0-Bz]N[(CH 2 )| 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ).,NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COGlu [Galactosamide]N[(CH 2 ), 7 CH,] 2 
NH 2 (CH 2 ),NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COGIu [Glucosamide]N[(CH 2 ), 7 CH 3 ]2 
NH 2 (CH 2 ),NH(CH 2 )4NH(CH 2 ) 1 NHCH 2 COGlu [Mannosamide]N[(CH 2 ) l7 CH,]2 
20 NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) < NH(CH2),CON[(CH2)i 7 CH ? ] 2 

NH 2 (CH 2 bNH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ),NHCH 2 CONH(CH 2 ) 5 CON[(CH 2 ) I7 CH,] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH2)4NH(CH 2 ) ? NHCH 2 COGIyN[(CH 2 ),,CH.,]2 
NH 2 (CH2) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ).,NHCH 2 COGlyN[(CH2)i2CH,]2 et 
NH2(CH 2 ). 1 NH(CH 2 ) 4 NfH(CH 2 ).,NHCH 2 COGIyN[(CH2)itCH 3 ] 2 

25 

A titre de composes particulierement representatifs de la presente invention on 
peut plus notamment cite dont la formule generate est representee ci-apres. 
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Dans le cadre de la presente invention, il a en outre 6t6 developpe une 
methodologie originale en phase solide pour preparer des polyamines fonctionnalisees 
assymetriques dont derivent les lipopolyamines selon T invention. 

20 
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Classiquement, l'acces aux polyamines fonctionnalisees assymetriques est lirnite 
par ia necessite d'introduire selectivement des modifications dans des polyamines 
symetriques lineaires ou branchees. Les differences chimiques entre les groupes amines 
primaires et secondaires d'une polyamine requierent une grande selectivite pour 
5 effectuer des reactions telles que des alkylations, des additions de type Michael ou des 
acylations. De plus, la selectivite imposee par de telles differences chimiques n'est pas 
compatible avec une alkylation selective dans un groupe de plusieurs amines primaires 
et secondaires, comme on en rencontre dans les polyamines. La reponse classique a de 
telles restrictions est de construire les polyamines fonctionnalisees assymetriques a 
10 partir de blocs monomeres portant d'un cote un groupe amine susceptible d'etre 
"polyaminS" et de Tautre cote la fonction asymetrique convenablement protegee. Cette 
approche necessite done une strategie de synthese f astidieuse en plusieurs etapes et en 
particulier une protection orthogonale des groupes f onctionneis. 

15 La methode developpee dans le cadre de la presente invention, a precisement 

pour objectif de s'affranchir des inconvenients rencontres jusqu'alors avec ce type de 
synthese. EUe a pour net avantage de conduire commodement et rapidement a des 
polyamines qui sont fonctionnalisees selectivement sur un unique groupe amine 
primaire par alkylation ou alkylation reductive des polyamines symetriques. 

20 Le principe du procede revendique est fonde sur I'emploi d'une methode de 

synthese en phase solide pour favoriser une reaction bimoleculaire entre le reactif 
alkylant et la polyamine, ce qui evite la polyalkylation de celle-ci. Plus precisement, la 
presente invention se rapporte a un proced6 caracterise en ce qu'il met en oeuvre le 
couplage d'au moins une fraction lipidique a au moins une fraction polyamine 

25 assymetrique, ladite fraction polyamine ayant au prealable ete obtenue par reaction 
bimoleculaire entre un agent alkylant lie oovalemment a un support solide et une 
polyamine symetrique, Selon cette approche, le reactif alkylant est lie oovalemment a 
un support polymere par esterification ou amidation. La polyamine sym6trique reagit 
avec Tagent alkylant en phase solide par une reaction bimoleculaire qui mene a la 

30 polyamine asymetrique mono-fonctionnalisee attachee au support. Les amines libres du 
produit sont habituellement protegees en phase solide par des groupes protecteurs de 
type BOC ou Z, et finalement les produits sont clives du support de phase solide. Ces 
acides polyamines sont, comme il convient, couples aux fractions lipidiques pour 
fournir les agents transfectants recherches. Pour ce couplage, il est possiblede mettre 

35 en oeuvre des agents de couplage peptidique usuels comme BOP, Pybop, BopCl et 
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DCC par exemple. La methodologie permet egalement d'assembler l'agent transf ectant 
entier sur le support solide avec Tintroduction 6ventuelle de peptides traceurs, de 
sucres, ou de sondes fluorescentes dans les molecules. Bien entendu, il s'avere possible 
de proceder a ce type de greffage sur la lipopolyamine libre. 
5 La faisabilite de la methode a ete demontree par la synthese de plusieurs acides 

polyamin&s lineaires ou branches assym&riques et fonctionnalises. 

La presente invention a egalement pour objet toute application therapeutique 
10 des lipopolyamines telles que decrites precedemment , soit directement, soit au sein de 
compositions pharmaceutiques. 

Comme explicite precedemment, les composes de formule generate I s'averent 
tout particulierement interessants pour la transfection in vitro et in vivo d'acides 
15 nucleiques, lis compactent efficacement I'ADN et presentent avantageusement une 
toxicite tres reduite. 

Pour obtenir un effet maximal des compositions de I'invention, les proportions 
respectives du compost de formule generate I et de l'acide nucleique sont de 
preference determinees de maniere a ce que le rapport R, charges positives de la 
20 lipopolyamine consideree par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode ^utilisation a savoir in vivo ou in 
vitro et selon le type cellulaire a transferer, il est optimise au cas par cas. Cette 
optimisation releve de la competence de I homme de Tart. 

Dans les compositions pharmaceutiques de la presente invention, le 
25 polynucleotide peut etre aussi bien un acide desoxyribonucleique qu'un acide 
ribonucleique. II peut s ! agir de sequences d'origine naturelte ou artificielle, et 
notamment tfADN genomique, d'ADNc, rfARNm, d^RNt, d'ARNr, de sequences 
hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques d' oligonucleotides 
modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine, animale, 
30 vegetate, bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de Thomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mbctes incluant la modification chimique ou enzymatique 
de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorpores 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 
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Concernant plus particulierement les acides dfesoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double tarin de rneme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
plus longues. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
5 sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc. 

Au sens de 1'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant tin effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 

10 etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'esr-a-dine un produit qui est 
noimalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, 1'expression d'une proteine permet par exemple de pallier une 
expression insuffisante dans la cellule ou 1'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 

15 proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 
exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 

20 immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 

25 facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidoses les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 
Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la 

30 reparation de TADN, les genes suicides .(thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de l'hemoglobme ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 
choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I. C-II, C-III, D, E, F, G, H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 

35 lipase hepatique, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
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hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les rfecepteurs LDL, recepteurs des 
5 chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique th&apeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complememaires d'ARNm 
10 cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les sequences 
codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cibles (EP 321 201). 

Comme indique plus haut, Tacide nucleique peut egalement comporter un ou 
15 plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez lliomme 
ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
Tinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a l'homme ou a l'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
20 antigeniques specif iques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus, d'autres virus ou 
encore specifiques de turneurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant l'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 

25 antigenique dans la cellule ou lorgane desire. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de Texpression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de Texpression d'autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

30 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome tfun virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes El A, MLP, CMV ( RSV. etc. En outre, ces sequences 
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^expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressive. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut 6galement comporter, en particulier en 
amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
5 synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 6galernent s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalernent comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 

10 Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente invention concerne des 

compositions comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine telle que revendiquee 
et un adjuvant capable de s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucleique et d'en 
ameliorer le pouvoir transfectant. La demanderesse a en effet montre que le pouvoir 
transfectant des lipopolyamines peut etre de maniere inattendue augmente en presence 

15 de certains adjuvants (lipides, peptides ou proteines par exemple), capables de 
s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucleique. 

Dans cette optique, les compositions de Pinvention peuvent comprendre 
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
particulierement avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La 

20 demanderesse a en effet montre que l'addition d'un lipide neutre permet d'ameliorer la 
formation des particules nucleolipidiques et, de maniere surprenante, de favoriser la 
penetration de la particule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

25 De maniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 

synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. II peuvent etre choisis plus particulierement parmi la 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) , r oleoyl-palmitoy Iphos- 
phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmttoyl, -mirystoyl 

30 phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides Uels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
asialoGMlet GM2). 



WO 97/18185 



PCT/FR96/01774 



20 

Ces differents lipides peuvent &re obtenus soit par synthase, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de rhomme du m6tier. En particulier, l'extraction des lipides 
naturels peut etre realis6e au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 
5 Biochemistry). 

Tres recemment, la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
particulierement avantageux d'employer a titre d' adjuvant, un compose intervenant ou 
non directement au niveau de la condensation dudit acide nucleique ( WO96/25508). 

10 La presence d un tel compose, au sein d'une composition transfectante a base 

d'une lipopolyamine, permettait de diminuer considerablement la quantite en cet agent, 
avec les consequences benefiques qui en decoulent sur le plan toxicologique, sans 
porter un prejudice quelconque a Tactivite transfectante de ladite composition. Au 
contraire, celle-ci possede avantageusement un niveau de transfection superieur. 

15 Par compose intervenant au niveau de la condensation de l'acide nucleique, on 

entend definir un compose compactant, directement ou non, l'acide nucleique. Plus 
precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau de l'acide nucleique a 
transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui lui est directement 
implique dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, il agit 

20 directement au niveau de l'acide nucleique. 

Selon un mode de realisation prefere, cet agent intervenant au niveau de la 
condensation de Tacides nucleique est constitue, en tout ou partie, de motifs 
peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant 
varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon Tinvention, ces motifs peuvent 
25 etre repetes de maniere continue ou non. Cest ainsi qu'ils peuvent etre separes par des 
liens de nature biochimique, par exemple un ou plusieurs acides amines ou de nature 
chimique. Un tel agent peut egalement deriver en tout ou partie dune histone, d'une 
nucleoline, d'une protamine et/ou de Tun de leurs derives. 

30 Pr§ferentiellement, les compositions de Finvention comprennent de 0.01 a 20 

equivalents d'adjuvant pour un equivalent d' acides nucleiques en poids/poids et, plus 
preferentiellement, de 0,5 a 5. 
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Les compositions selon 1'invention peuvent etre formulees en vue 
^administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenteral, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 
etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de 1'invention contiennent un 
5 vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de l'organe desire, ou pour une administration par 
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 

10 constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour Projection 
ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui concerne plus particuli^rement le mode d'administration, il peut 

15 s'agir soit d'une injection directe dans les tissus ou les voies circulatoires, soit dun 
traitement de cellules en culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou 
greffe. 

La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo ou in vitro d'un 
20 acide nucleique apte a corriger ladite maladie assocte a un compose de formule 
generale I dans les conditions dtfinies ci-avant. Plus particulierement, cette methode 
est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produit proteique ou 
nucleique et Tacide nucleique administre code pour ledit produit proteique ou contient 
ledit produit nucleique. 

25 Elle s'etend a toute utilisation d'une lipopolyamine selon 1'invention pour la 

transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

30 nGURES 

Figure (1): Mesure de Tefficacite de transfection apres traitement de cellules 
NIH 3T3 (cellules embryonnaires de souris - fibroblastes) par differents lipides 
cationiques. 
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Figure (2) : Mesure de Tefficacite de transection apres traiternent de cellules 
SMC lapin (culture prim aire de cellules musculaires lisses d'aorte de lapin) par 
differents lipides cationiques. 

Figure (3) : Mesure de l'efficacite de transfection apres traiternent de cellules 
5 3LL (carcinome pulmonaire de Lewis) par differents lipides cationiques. 

Figure (4) : Mesure de l'efficacite de transfection apres traiternent de cellules 
NIH 3T3 (cellules embryonnaires de souris - fibroblastes) par differents lipides 
cationiques. 



Figure (5) : Effet de la concentration en DOPE sur l'efficacite de transfection de 



10 cellules 3LL. 

Figure (6) : Transfection de cellules NIH 3T3 avec des quantites variables 
d'ADN et un ratio nanomoles lipofectant/yg d* ADN constant. 

15 ABREVIATIONS ET SYMBOLES 



20 



25 DMSO : 



30 Rf : 



35 SPPS: 



AcOEt : 

BOC 

BOP: 



TFA: 
THF: 
TMS: 
UV: 



DCC: 
DCU: 
DMAP: 
DMF: 



DODA: 
EP: 
EtOH: 
NEt3 : 



CLHP: 

Z: 

C1Z: 



Acetate d' ethyle 
t-Butoxycarbonyl 

Benzotriazol-l-yloxytris (dimethylamino) phosphonium 

hexafluorophosphate 

Dicyclohexylcarbodiimide 

Dicyclohexyluree 

4-Dimethylaminopyridine 

Dimethylformamide 

Dimethyle sulfoxide 

Dioctadecylamine 

Ether de petrole 

Ethanol 

Triethylamine 

Coefficient de retention frontal 
Acide trifluoroacetique 
Tetrahydrofurane 
Tetramethylsilane 
Ultra* Violets 

Solid Phase Peptide Synthesis 
Chromatographic Liquide a Haute Pression 
Benzy loxy carbony 1 
p-Chlorobenzyloxycarbonyl 
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A- MATERIELS ET METHODES POUR LES SYNTHESES CHIMIOUES 

1 MATERIEL 

a) Composes 

5 - Les polyamines de depart sont disponibles comrnercialement, par exemple: 
spermidine, spermine, tris (2-aminoethyle) amine, phfenytene-diamine, diamino&hane 
(propane, butane, pentane, hexane, etc.), ou peuvent etre synthetisees par des 
methodes classiques, par exemple par cyano&hylation exhaustive d'amines disponibles 
dans le commerce telles que les diamino-ethane (propane, butane, pentane, hexane, 
10 etc.) amine, spermidine, spermine pour donner des polyamines branchees. 

- Les agents alkylants sont choisis en fonction de la methode d'alkylation comme suit: 
Pour une alkylation classique: l'acide bromoacetique, les acides avhalogeno 
carboxyliques. 

Pour une alkylation reductive: un acide co-aldehyde-carboxylique, tel que l'acide 
15 glyoxalique, le semi-aldehyde succinique,etc, ou un ceto-acide tel que l'acide aceto- 
acetique ou l'acide pyruvique, etc. 

- Les polymeres utilises sont des resines disponibles dans le commerce pour la synthese 
peptidique en phase solide (synthese de Merrifield), par exemple la resine dO- 
Chlorotrityl chlorure, la resine HMP, qui fournissent des produits portant des 

20 fonctions acides litres ou une resine de type Rink Les acides polyamines peuvent fitre 
synthetises directement sur un peptide presynthetise sur la phase solide et portant une 
fonction bromo-alkyl ou un acide w-aldehyde. 

- Les dioctadecylamine, triethylamine, trifluoroacetique, BOP, DMAP, chloroformate 
de benzyle de chez Aldrich.sont des produits cornmerciaux. Les solutions de NaCl et 

25 NaHC03 sont saturees; la solution de KHSO4 est de 0.5 M 

b) Mesures Physiques. 

Les spectres de RMN Proton ont ete enregistres sur des spectrometres Bruker 400 et 
600 MHZ. 

30 Les spectres de masse ont ete realises sur un API-MS/1II. 

c) Techniques de chromatographic 

Les analyses CLHP sont real i sees sur un appareil Merck-Hitachi equipe dun 
autosampler AS-2000A, de une pompe inteligent L-6200A et de un detecteur UV-vis 
35 L-4000 avec longueur d'onde reglable mise a 220 nm pour separations analitiques et a 
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235nrn pour separations preparatives. Les colonnes pour les separations analytiques 
sont des colonnes BU-300 aquapore Butyl 7m, 300 A 300x4.6 mm. de chez Perkin- 
Elmer et pour les separations preparatives des colonnes Biosil CI 8 HL 90-10 250x10 
mm de chez Biorad. Les phases mobiles sont H2O (0.1 % TFA) et Acetonitrile (0.1% 
5 TFA). Le dfebit pour les analyses analytiques est regie & 1 ml/min et pour les 
preparatives a 4 ml/min. 

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont 6t6 effectuees sur des plaques de 
gel de silice Merck de 0,2 mm d' epaisseur. 

10 

. Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulometrie 0,063-0,200 mm, 

Elles sont revelees soit aux UV ( 254nm ), a la ninhydrine, en vaporisant (spray 
leger) une solution ethanolique de ninhydrine (40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler 
15 les amines ou les amides en chauffant a 150°C, a la fluorescamine, en vaporisant une 
solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour reveler les amines primaires ou a T iode, en 
recouvrant la plaque de poudre d' iode. 

. Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
20 granulometrie 0,063-0,200 mm. 

d) Technique de synthese en phase solide SPPS 

La synthese en phase solide est realisee dans un reacteur manuel de synthese de 
25 peptides SPPS de fabrication artisanal et Tagitateur est un Flask Shaker modele A5- 
6021. devolution de couplage des polyamines a la phase solide ainsi que revolution de 
la protection des polyamines dans la SPPS est suivie par le test de Kaiser [Kaiser, E., 
Colescolt, D.L., Bossinger, CD. and Cook, P.I. Anal Biochem. 34(2), 595 (1970)]. 
La resine utilisee dans les exemples pour la SPPS est la Chlorotrityl chloride Resin de 
30 chez NOVABIOCHEM-Suisse. 



35 
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2- MODE OPERATOIRE GENERAL 

a)-Synthese de polyamines symetriques illustree par la preparation de la (N f N- 
N'^'-Tetraaminopropyl) 1-4-diamino butane: 

5 

Dans un ballon tricol de 2 litres, on charge 147 gr de 1-4-diamino Butane et 1000 ml 
d'eau demineralisee. La solution est soumise £ une agitation magn&ique. Par 
rintermediaire tfune ampoule isobare on charge 443 gr d'acrylonitril en 1 heure en 
conservant la temperature k 38 C°. On monte ensuite un condensateur pour reflux et 

10 on porte la masse a 80 C° avec un bain-marie durant 1 heure. Le test fluorescamine 
s'avere negatif et I'exc&s d'acrylonitril est 6vapore in vacuo a 40 C°. 
On obtient deux phases. La phase organique inferieure est separee, lavee par 300 ml 
d'eau et transvasee dans un ballon de 1000 ml. On ajoute 170 ml d'un melange 
eau/methanol (1:1 v/v). On laisse cristalliser la nuit. Le lendemain, les cristaux sont 

15 filtres sur verre fritte de porosite 3 de 500 ml. L 

Le gateau est lave sur le verre fritte avec du methanol (2x170 ml.) et de Tether (2x150 
ml.). Le produit est seche en plateau au dessicateur sous vide (26 mm) pendant une 
nuit. On obtient ainsi 461 gr du produit (rendement 93%). Le produit a ete analyse par 
RMN et MS et les analyses sont compatibles. Le produit est hydrogene sans autre 

20 purification. 

Dans un autoclave inox de 1 litre on charge 30 gr du polynitrile precedent (0.1 mol). 
On prepare en meme temps dans un becher une solution de 140 ml d'ethanol (95%) et 
de 8 gr de NaOH (0.2 mol). Lorsque la soude est solubilisee, on charge cette solution 
dans l'autoclave. De 1'azote est passe dans l'autoclave et on charge 8 ml de Nickel de 

25 Raney sur charbon. L'autoclave est ferm6. La pression initiale d'hydrogenation est de 
52 at. et eile descend a 28.5 en 5 heures a temperature ambiante. La suspension est 
filtree sur papier, le filtre est lave avec de l'ethanol (2x25 ml), les filtrats sont 
concentres a sec in vacuo, L'huile est melangee avec 30 ml d'eau et extraite par 100 ml 
de CH2CI2. La phase organique est sechee sous MgS04, filtree puis evaporee in 

30 vacuo. On obtient une huile f luide jaunatre (27 gr rendement 85 %) . 

Le produit a ete analyse par CCM (monotache), RMN et MS et les analyses etaient 
compatibles. Le produit est utilise sans autre purification. 



35 
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b)- Methode A: Ancrage de une f notion acide sur le support polymerique: 

De la resine Chlorotrityl chloride (5 gr. 1.2 mmol Cl/gr. resin) est chargee dans un 
reacteur SPPS, 50 ml de CH 2 Cb sont ajoutes et le melange est agite pendant 5 mn. De 
5 l'acide bromoac&ique (1.05 gr, 7 mmol) est ajoute. suivi de DIEA (0.95 ml, 7.5 
mmol). Le reacteur est agite pendant deux heures a temperature ambiante. Le liquide 
est filtre et la resine est lavee avec CH 2 C1 2 et iPiOH (10x50) et MeOH (2x50ml). 
Enf in, la resine est sechee sous un courant d'azote. 

10 

c>- Methode B : Reaction des polyamines avec la bromoacetyl-resine: 

La poly amine (10 exces molaires) est dissoute dans 50 ml CH2CI2 et chargee dans le 
reacteur contenant le produit obtenu par la methode A. Le reacteur est agite pendant 2 
15 hr. a temperature ambiante. Le solvant est filtree et ia resine lavee avec CH2CI2 et 
iPrOH (10x50 ml), le test de Kaiser est positif. 

d)- Protection des polyamino acides sur la resine: 

20 

Methode C : 

Les Di-tert-butyl dicarbonate (48 mmol) et DIEA (50 mmol) sont dissous dans 
CH2CI2 (50 ml) et charges dans le reacteur contenant le produit obtenu selon la 
methode B. Le reacteur est agite pendant une nuit. Le lendemain le test de Kaiser est 
25 negatif. Le solvant est filtre et la resine est lavee alternativement avec CH2CI2 et 
iPrOH (10x50 ml), MeOH (2x50 ml) et ether (2x50 ml). La resine est sechee sous une 
courant d'azote. Le test de Kaiser est toujours negatif. 

Methode D : 

30 La resine obtenue par le methode B (1.5 gr) est chargee dans un ballon et CH2CI2 (20 
ml) est ajoute, suivi par DIEA (20 mmol). Le melange est soumis a agitation 
magnetique et le chloroformate de benzyle (14 mmol) est ajoute goutte a goutte 
pendant 5 rnin. Le pH est maintenu a 1 1 par addition de DIEA. Apres une nuit, la 
resine est passee dans un reacteur SPPS, filtree et lavee alternativement avec CH2CI2 

35 et iPrOH (10x20 ml) et ether (2x20 ml). La resine est sechee sous une courant d'azote. 
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e) - Methode E : Ciivage des acides polyaminees protegees de la resine: 

Les resines obtenues par les methodes C et D sont chargees dans un ballon de 250 ml 
5 equipe d'un barreau magn&ique. Une solution composee de 50 ml CH2Q2 et 25 ml 
CF3CH2OH est ajoutee et le melange est agite pendant 2 hr. La solution est filtree, la 
resine est lavee avec CH2CI2 (2x10 ml) et les phase organiques ainsi obtenues sont 
rassemblees et evaporees in vacuo. Les produits sont ensuit purifies par flash 
chromatographic sur Si02 avec comme eluant CHCl3/MeOH (9:1). Les fractions 
10 contenant les produits sont identifiers par CCM. (Pour de plus amples details voir les 
exemples $i-apres.) 

f) - Methode F : Couplage des acides aminees avec dilipidylamines: 

15 Boc-acide amine (10 mmol) et dilipidylamine C12-C22 (10 mmol) sont charges dans 
un ballon de 250 ml. CHCI3 (100 ml) est ajoute et le melange est agite jusqu'a 
dissolution complete. TEA (30 mmol) et BOP (33 mmol) sont ensuite ajoutSs. Le pH 
est maintenu a 10 avec TEA et la reaction est agitee pendant 2 hr. Apres Tachevement 
de la reaction (CCM) le chloroforme est evapore et le solide est repris dans de 1'acftate 

20 d'ethyle (300 ml). La phase organique est lavee avec KHSO4 (4x100 ml), NaHCC>3 
(4x100 ml), et NaCl (4x100 ml). La phase organique est sechee sous MgSC>4 filtree et 
evaporee in vacuo. Les produits sont analyses par CCM, NMR et MS et sont utilises 
sans d'autres purifications. Les rendements sont de l'ordre de 90 %. 

25 g)- Couplage des acides polyamines proteges avec dilipidyl acides amides et 
ciivage des groupements de protection Boc et Z 

Methode G 

Le produit obtenue par le methode F (9 mmol) est charge dans un ballon equipe d'un 
30 barreau magn&ique et du TFA froid (4 C°) est ajoute (30 ml). La solution est agitee 
pendant 1 hr. Le TFA est evapore in vacuo, Le produit est dissous par 1'addition de 
DMF (70 ml). On ajoute du TEA (30 mmol) puis de Tacide polyamine protege obtenu 
par la methode E (9 mmol). Le pH est ajuste a 10 et BOP (33 mmol) est ajoute. La 
solution est agitee pendant 2 hr. et suivie par CCM. Apres 1'achevement du couplage 
35 (CCM), une solution de KHSO4 est ajoutee (700 ml) et le produit est extrait avec 
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acetate d'ethyle (3x100 ml). La phase organique est lavee avec KHSO4 (3x50), 
NaHC04 (3x50) et NaCl (3x50 ml), sechee sous MgS04, filtree et evaporfc in vacuo. 
Les produits sont analyses par RMN, CCM et MS et sont deproteges sans purification 
prealable. Du TFA (50 ml) est ajoutfe au produit et la solution est agitee pendant 1.5 
5 hr., le TFA est evapor& Si le produit contient encore de groupements Z ou C1Z qui 
sont pas clivables au TFA le m&hode H est suivie directement. Les produits finaux 
sont purifies par CLHP semipreparative( voir exemples). 

Methode H 

10 Les produits obtenus par le methode G contenant des groupe Z ou C1Z sont charges 
dans un ballon equipe d'un barreau magnetique et dissous dans 10 ml MeOH/gr 
produit. Les Pd/C (10 %, lgr/Gr produit) et formiate d'ammonium(l gr/gr produit) 
sont ajoutes a temperature ambiante. L'hydrogenation est suive par CLHP. Apres 2 hr 
la reaction est finie, le melange est filtre et le filtre lave avec 10 ml MeOH. De Teau 

15 double distillee est ajout6e et la solution est congelee et lyophilisee. Les produits 
finaux sont purifies par CLHP preparative. 

h) Methode I de deprotection des groupements de protection Boc 

L'acide trifluoio acetique (50 ml) est ajoute au produit contenant des groupements 
20 Boc (1 mmol) dans un ballon. La solution est agitee pendant 1.5 hr, le TFA est 
evapore. L'aniine est completement deprotegee et prete a I'emploi pour des couplages 
sans autre purification. 

25 B-MATERIEL ET METHODE POUR L'E TIJDE BIOLOGIOUE: 

1 PLASMIDES UTILISES POUR LE TRANSFERT DE GENES IN VITRO 

Le plasmide pCMV-LUC est une construction derivee, soit du plasmide pGL2-Basic 
30 Vector (Promega), soit du plasmide pGL2-Control Vector (Promega) par insertion 
d'un fragment Mlu I-Hind III contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain 
(CMV) extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 
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2 PROTOCOLE DE PREPARATION DES SOLUTIONS UTILISEES POUR LA 
TRANSFECTION 

Les produits decrits dans I'invention sont mis en solution a 20 mM dans Tethanol ou 
5 dans I'eau .puis dilues dans l'eau en s'assurant que la concentration ethanolique finale 
est inf6rieure a 10%. 

Les solutions d'acide nucleique diluees en serum physiologique (NaCl 0,15M) sont 
ajoutees aux solutions de lipofectant dans un rapport 1/1 (v/v). Apres homogeneisation 
au vortex et incubation 15 minutes a temperature ambiante les solutions 
10 ADN/lipofectant sont distributes a 9% (v/v) final dans les puits ou les cellules ont ete 
lavees par du milieu de croissance depourvu de proteines (serum) et remises en 
croissance en milieu depourvu ou non de serum. 

15 C MATERIEL POUR LES ESSAIS IN VIVO 

1 MATERIELS 

a) Model es experimentaux: 

20 - souris C57/BL 6 adultes (>8 semaines) femelles 

- tumeurs de type 3LL (Lewis Lung carcinoma) obtenues par passage de fragments de 
turneur d'animal a animal, implantes sous la peau au niveau du f lane. 

b) Plasmides utilises: 

25 pXL 2622: il derive du pGL2 basic, (Promega) dans lequel le promoteur du 
cytomegalovirus (CMV) extrait de pCDNA3 (Invitrogen) a ete insere en amont du 
gene codant pour la iuciferase. Ce plasmide est obtenu par le technique de 
precipitation au PEG (Ausubel). et stocke dans du Tris lOmM EDTA ImM pH 8 a 4 
°C a une concentration d'environ 10 \xg d'ADN par 

30 

2 PROTOCOLES 

Solutions injectees : L'ADN a transfecter est d'abord solubilise dans le tampon, le 
peptide (KTPKKAKKP) 2 SEQ ID N°l est alors ajoute, et apres 20 minutes une 
35 solution de lipides cationiques a forte concentration (20 ou 40 mM) est ajoutee au 
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melange. Apres addition de tous les produits, le melange contient, outre l'ADN ( en 
concentration finale de 0,5mg/ml), le peptide (0 t 75mg/ml) et le lipide cationique, NaCl 
150mM, D-Glucose 5% et MES 5mM pH 6,2. L'injection est realisfee 20 a 30 minutes 
apres la preparation de la solution. 

5 

EXEMPLE 1: 

Synthese de H2N(CH 2 )3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIyN[(CH 2 )i7CH3l2 (6) 

10 a- Synthase de i'acide {Boc-l3-(Boc-{4-lBoc-(3-Boc-amino-propyI)-aminol- 
butyl} amino) propyl] -amino) -acetique (3) 

La resine obtenue selon la methode A est rnise a neagir avec la spermine selon les 
methodes B, C et E. Le produit protege est purifie par chnomatographie sur Si0 2 . Le 
1 5 rendement est de 40 %. 

CCM : Rf= 0.32 (CHCiyMeOH, 9:1) 

CLHP . R t = 4 f 22 min f (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CDj^SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
20 CD3COOD d4, d en ppm) : 1,40 (4 s, 36H : C(CH 3 ) 3 ) ; 1,46 (mt, 4H : CH 2 CH 2 
centraux du butyle) ; 1,64 et 1,74 (2 mts, 2H chacun : CH2 central des propyles) ; 
2,96 (t, J = 7 Hz, 2H : CH 2 NCOO) ; 3,15 (mt, 8H : CH 2 NCH 2 ) ; 3,23 (t, J = 7,5 Hz, 
2H : CH 2 NCOO) ; 3,83 (s, 2H : OCONCH 2 COO). 
MH + : 661 

25 

b- Synthese de I'acide {Z-[3-(Z-{4-[Z-(3-Z-amino-propyl)-aminol-butyl)amino) 
propyl]-amino) -acetique (4) 

La resine obtenue selon la methode A est mise a reagir avec de la spermine selon les 
30 methodes B, C et D. Le produit protege est purifie par chromatographic sur Si0 2 . Le 
rendement est de 1 ordre de 20 %. 



CCM: Rf= 0,85 (CHCl3/MeOH, 8:2) 

CLHP . R t = 6.92 min, (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
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Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (CD 3 )2SO d6, a une temperature de 413K, d en 
ppm) : 1,49 (mt, 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; 1.74 et 1.81 (2 mts, 2H chacun : 
CH2 central des propyles) ; 3.07 (q, J = 7 Hz. 2H : CH 2 NCOObenzyle) ; de 3,15 a 
3,30 (mt, 8H : CH 2 NCH 2 ) : 3.33 (t, J = 7.5 Hz. 2H : NCH 2 COO) ; 3,70 (s, 2H : 
5 OCONCH 2 COO) ; 5.07 - 5,10 - 5,12 et 5,13 (4 s, 2H chacun : ArCH 2 OCON) ; 6,65 
(mf, 1H : NHCO) ; de 7,25 a 7,40 (mt, 20H : H aromatiques). 
MH+: 797 

c- Boc-Gly-dioctadecylamide. (5) 

10 Le Boc-Gly est couple a la dioctadecylamine selon la methode F, rendement de 90 % 

CCM : R f = 0.9 (CHCiyMeOH, 9:1) 
MH+= 679 

SpectredeRMN 1 H (300 MHz, CDCI3, d en ppm) : 0.89 (t. J = 7 Hz, 6H : CH 3 ) ; 
15 1,29 (mt, 60H : CH 2 centraux des chaines grasses) ; 1,49 (s, 9H : C(CH3>3) ; 1,55 
(mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) : 3,15 et 3,33 (2 1, J = 7,5 Hz, 2H chacun : 
NCH 2 des chaines grasses) ; 3,95 (d , J = 5 Hz, 2H : OCONCH 2 CON) ; 5.57 (mf, 1H 
:CONH). 

20 d- H2N(CH 2 )3NH(CH 2 )4NH(CH2)3NHCH2COGIyNl(CH2)i8]2 (6) 

Les produits (3) et (5) ou (4) et (5) sont couples selon la methode G. Les produits 
sont deproteges comme decrit dans la methode G pour le produit protege Boc et 
methode H pour le produit protege Z. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

25 

CLHP. Rt= 15.35 min, (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
BYK 2 053Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (CD3) 2 SO d6 avec ajout de quelques 
gouttes de CD3COOD d4, a une temperature de 300K, d en ppm) : 0,83 (t, J = 7 Hz, 
6H : CH3) ; 1,23 (mt, 60H : CH 2 centraux des chaines grasses) ; 1,43 et 1,53 (2 mts, 
30 2H chacun : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,63 (mt, 4H : CH 2 CH 2 centraux du 
butyle) ; 1,96 (mt, 4H : CH 2 central des propyles) ; 2,93 - 3.00 et 3,22 (3 mts, 16H en 
totalite : NCH2) ; 3,83 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 4,03 (s. 2H : CONCH 2 CON). 
MH+= 821 



35 EXEMPLE 2: 
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Synttiese de H 2 N(CH 2 )3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2) tsh (7) 

Le produit (3) est couple avec la dioctadecylamine selon la methode F et deprotege 
selon la methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
5 analysees par CLHP. 

CLHP. R t = 15.2 min, (H20/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
S pectre deRMN^H (400 MHz, dans un melange 2/3 de CF3COOD et 1/3 de 
CD3COOD d4, d en ppm) : 0,78 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; 1,20 (mt, 60H : CH 2 
10 centraux des chaines grasses) ; 1,52 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,80 
(mt, 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; 2,23 et 2,32 (2 mts. 2H chacun : CH 2 
central des propyles) ; de 3,10 a 3.40 (3 mts, 16H en totalite : NCH 2 ) ; 4,15 (s, 2H . 
NCH 2 CON). 
MH+= 764 

15 

EXEMPLE 3: 

Synthese de H 2 N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH 2 COAr S N[(CH2)i8]2 (9) 

a- Boc-Arg(Z 2 )dioctadecylaniide. (8) 

20 Le produit est synthetise par couplage de BocArg(Z 2 ) et de dioctadecylamine par la 
methode F avec un rendement de 91 % 
CCM Rf= 0.9 (CHCI3/MeOH. 9:1) 
MH+= 1046 

25 b.H2N(CH2)3NH(CH2) 4 NH(CH2)3NHCH2COAr S N[(CH2)i8l2 (9) 
Le produit (3) ou (4) est couple au produit (8) par la methode G et deprotege par la 
methode G (Boc) et/ou H (Z). Le produit final est purifie par CLHP semipreparative 
et les fractions analysees par CLHP analytique. 

CLHP . R,= 13.83 min. (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
30 Spectre de R M N ' H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 6 en ppm) : 0,90 (t. J = 7 Hz, 6H : 
CH 3 ) ; 1,28 (mt, 60H : CH 2 des chaines grasses) ; de 1,40 a 1,80 (mt, 12H : CH 2 ) ; 
1,93 (mt, 4H : CH, central des propyles) ; de 2,80 a 3.10 (mt. 16H : NCHj et NCH, 
des chaines grasses) ; 3,42 (mt, 2H : CH 2 N de 1'amido) ; 3,77 (mt, 2H :NCH,CON) ; 
4,67 (mt, 1H : NCHCON) ; de 6,80 a 7,50 (mf etale, 2H : NH 2 ) ; 7,78 - 7,92 - 8.80 et 
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9,03 (respectivement mt et 3mfs, respectivement 1H - 2H - 4H et 1H : CONH - NH 
et NH 2 ). 
MH+: 920 

5 EXEMPLE 4: 

Synthese de H 2 N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COAi^(Z)2N[(CH2>i 7 - 
CH 3 ] 2 (10) 

Le produit (3) est couple au prcxluit (8) par la methode G et les groupes Boc clives 
10 par la meme methode. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
analysees par CLHP analytique 

CLHP . R t = 17.75 min, (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
S pectre deRMN^H (400 MHz, (CD^SO. d en ppm) : 0,87 (t. J = 7 Hz, 6H : 

15 CH 3 ) ; 1,25 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines grasses) ; 1,40 et 1,57 (2 mts, 2H 
chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,65 (mt, 8H : CH2CH2 centraux des 
butyles) ; 1,95 (mt, 4H : CH2 central des propyles) ; de 2,85 a 3.05 (mt, 14H en 
totalite : NCH 2 ) ; 3.23 (t. J = 7.5 Hz. 2H : NCH 2 ) : 3.75 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 3.85 
et 3,95 (2 mts, 1H chacun : CH 2 NC) ; 4,67 (mt, 1H : CONCHCON) ; 5.07 et 5.25 

20 (respectivement AB limite et s, J = 13.5 Hz, 2H chacun : NCOOCH 2 Ar) ; de 7,25 a 
7,45 (mt, 10H : H aromatiques) ; 7,95 - 8,85 - 9,00 et 9.20 (4 mfs : H echangeables). 
MH±:1188 

EXEMPLE 5: 

25 Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2>4NH(CH2>3NHCH2COLys(rhodaininc)N[(CH2)l7- 
CH 3 ] 2 (13) 

a- Boc-Lys(Z)dioctadecylamide (11) 

Le produit a ete synthetise par couplage de BocLys(ClZ) avec le dioctadecylamine par 
30 la methode F avec un rendement de 89 %. 

CCM. Rf= .92 (CHC13/MeOH, 9:1) 
MH+: 918 



35 



WO 97/18185 



PCT/FR96/01774 



34 

b-BocHN(CH2)3NBoc(CH2)4NBoc(CH2>3NBocCH2COLys(ClZ)N[(CH2>l7-CH3l2 <12> 
Le produit (3) est couple au produit (11) par la methode G (sans la deprotection du 
Boc). 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (CD3)2SO d6. a une temperature de 423 K. d en 
5 ppm) : 0,92 (t, J = 6,5 Hz, 6H : CH3) ; 1,32 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines 
grasses) ; 1,44 (2 s, 36H en totalite : C (013)3) ; de 1,50 a 1,80 (mt, 16H : 1 CH2 de 
chaque chaine grasse - CH2CH2 centraux du butyle - CH2CH2CH2 et CH2 central 
du propyle) ; 3,00 (q, J = 6,5 Hz, 2H : OCONCH2) ; 3,05 (q, J = 6,5 Hz, 2H : 
CH2NCOO) ; de 3,15 a 3,40 (mt, 14H : NCH2 des chaines grasses - CH2NCH2 et 
10 CH 2 NCH 2 CH 2 N) ; 3,80 (s, 2H : OCONCH 2 CON) ; 4,75 (mt, 1H : CONCHCON) ; 
5,15 (s, 2H : NCOOCH 2 Ar) ; 5.97 et 6,53 (2 mts. 1H chacun : OCONH et NHCOO) 
; 7,08 (d, J = 7,5 Hz , 1H : CONH) ; de 7,30 a 7,50 (mts , 4H : H aromatiques). 

C-H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodaminc)N[(CH2)l7-CH3l2(13) 
15 Le groupement C1Z sur la lysine du produit (12) est clive par la methode H, le produit 
ainsi obtenu est seche in vacuo et repris dans de Tether et rince avec NaHC03 et NaCI. 
L'ether est seche sur de MgS04 et evapore in vacuo. 

77 mg (60 pm) du produit deprotege sont dissous dans 3 ml de MeOH, le DIEA (64 

^iL ) est ajoute puis la tetramethyl rhodamine isothiocyanate (30 mg, 68 \im); la 
20 solution est agitee pendant 17 hr et la reaction est suivie par CCM. Le lendemain la 

solution est concentree a sec in vacuo. Le TFA (4ml) est ensuite ajoute et on laisse 

agiter pendant 1 hr. Le TFA est evapore et le produit brut est purifie par CCLHP 

semipreparative avec un rendement final de 30 %. 

CCM. Rf= 0.05 (MeOH) 
25 CLHP (semiprep ) R,= 61,55 min. (H20/MeCN: 3 min [100/0], 3-45 min [0/100], 45- 

140 min. [0/100]. 

MH+:1335 

EXEMPLE 6: 

30 Synthese de H2N(CH2>3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2)l7- 
CH3I2 (14) 

Le produit (12) est deprotege par la methode H (271 mg, 0,21 mmol) et dissous dans 
du DMF (10 ml), le DIEA (0,11ml) est ajoute puis la biotine (56,4 mg, 0,23 mmol) et 
35 le BOP (102 mg, 0,23 mmol; le pH est maintenu a 10 (DIEA) et la fin de la reaction 
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est verifiee par le test fluoresc amine. Le produit est recupere comme decrit dans la 
methode F et deprotege sans autre purification avec TFA (5 ml) pendant 1 nr. Le TFA 
est evapore et le produit purifie par CHLP semipreparative avec un rendement de 50 

%. 

5 CLHP. R t = 13.12 min, (H 2 0/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH+I1H8 

EXEMPLE 7 

Synthese de {H 2 N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGIyNl(CH2)l7- 
10 CH3l2 06) 

a- {BocNH(CH 2 )3}2N(CH2)4N{(CH2)3NHBocJ(CH2)3NBocCH 2 COOH (15) 
Le produit (1) est ancre sur le polymere par la methode B, protege par la methode C et 
cliv6 de la resine par la methode E. Le produit est purifie sur Si02 avec un rendement 
15 de 35 %. 

CCM: R f = 0,2 (CHCl3/MeOH, 8:2) 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CD3>2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, a une temperature de 433K, d en ppm) : 1,42 (s, 36H : C(CH3> 3 ) ; 
1,56 (mt, 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; de 1,65 et 1.85 (mt. 8H : CH2 central 
20 des propyles) ; 2,76 (mt, 12H : CH 2 N(CH 2 )2) I 3,06 (t, J = 6,5 Hz, 6H : OCONCH 2 ) 
; 3,29 (mt, 2H : NCH 2 ) ; 3,86 (s, 2H : OCONCH 2 COO). 
MH+= 775 

b-[H 2 N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2)<CH2)3NHCH2COGIyN[(CH2)i7-CH 3 ]2 
25 (16) 

Le produit (15) est couple avec le produit (5) selon la methode G. Le produit est 
deprotege par methode G et est purifie sur CLHP semipreparative, les fractions sont 
analysees par CLHP analytique et lyophilisees.Rendement de 55 %. 
CLHP (semiprep.): R,= 38.72 min (H 2 0/MeCN, 10 min[100/0], 10-45 min [0/100], 

30 45-140 min [0/100] 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CD3)2SO d6, a une temperature de 386 K, d en 
ppm) : 0.90 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; 1.30 (mt. 60H : CH2 centraux des chaines 
grasses) ; 1,55 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.65 (mt, 4H : CH2CH2 
centraux du butyle) ; 1 .97 (mt. 8H : CH2 central des propyles) ; de 2.80 a 3.05 - 3,06 

35 et 3.28 (respectivement mt et 2 1. J = 7,5 Hz, 18H - 2H et 4H : NCH 2 ) ; 3,80 (s. 2H : 
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NCH2CON) ; 4,03 (d, J = 5,5 Hz, 2H : CONCH 2 CON) ; de 6,00 a 9,00 (mf etale : 
NH 2 et NH) ; 8,27 (mt, 1H : CONH). 
MH+: 935 

5 EXEMPLE 8 
Syn these de: 

{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N((CH 2 )3NH2}(CH2>3NHCH2CON|(CH2)i7-CH 3 ]2 (17) 

II est synthetise comme le produit (7)en utilisant le produit (15) a la place du (3). Le 
10 produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions anaJysees par CLHP 
analytique et Iyophilisees. 

CLHP (semiprep.): R,= 38 min (H 2 0/MeCN, 10 min[100/0], 10-45 min [0/100], 45- 
140 min [0/100] 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CD3)2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
15 CD3COOD d4. d en ppm) : 0,88 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; 1,29 (mt, 60H : CH 2 
centraux des chaines grasses) ; 1,52 (mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,68 
(mt, 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; de 1,90 a 2,10 (mt, 8H : CH 2 central des 
propyles) ; 2,90 - de 2,95 a 3.15 -3,18 et 3,15 (respectivement t - mt et 2 1 larges. J = 
7,5 Hz, 24H en totalite : NCH 2 ) ; 4,02 (s, 2H : NCH 2 CON). 
20 MH+= 878 

EXEMPLE 9 

Synthese de (H 2 N(CH2)2>2N(CH2) 2 NHCH 2 COGlyN[(CH2)i7-CH 3 l2 (19) 

25 a- lBocNH(CH 2 )2)2N(CH2)2NBocCH 2 COOH (18) 

II est synthetise comme le produit (15) en utilisant la tris(aminoehyl)amine a la place 
du produit (1 ). Rendement 29 %. 
CCM . Rf= 0.55 (CHCl3/MeOH, 8:2) 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (CD3) 2 SO d6 a une temperature de 393 K, d en 
30 ppm) : 1.44 (s, 27H : C(CH 3 ) 3 ) ; 2.58 (t, J = 6.5 Hz. 4H : CH 2 NCH 2 ) ; 2.66 (t. J = 7 
Hz. 2H : NCH 2 ) ; 3.04 (q, J = 6.5 Hz, 4H : OCONCH 2 ) ; 3.28 (t. J = 7 Hz. 2H : 
OCONCH 2 ) I 3,76 (s. 2H : OCONCH 2 COO) ; 6.06 (mf. 2H : CONH). 
MH1=505 

35 b- |H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2COGlyN|(CH2)i7-CH3]2 (19) 
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H est synthetise comme le produit (17) en utilisant (18) a la place de (15) avec un 
rendement de 65%. 

CLHP. R t = 122 min , (H 2 0/MeCN, 10 min[ 100/0], 10-45 min 10/100], 45-140 min 
[0/100] 

5 Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CD3)2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, d en ppm) : 0.87 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; de 1,15 a 1,35 (mt. 60H : 
CH2 centraux des chaines grasses) ; 1,45 et 1,55 (2 mts, 2H chacun : 1 CH2 de 
chaque chaine grasse) ; 2,64 (t, J = 5,5 Hz, 4H : CH2NCH2) ; 2,75 (t, J = 6 Hz, 2H : 
NCH2) ; 2,95 (t, J = 5,5 Hz, 4H : NCH 2 ) ; 3,08 (t, J = 6 Hz, 2H : NCH 2 ) ; 3,25 (mt, 
10 4H : NCH2 des chaines grasses) ; 3,88 (s, 2H : NCH2CON) ; 4,06 (d, J = 5 Hz, 2H : 
CONCH2CON) ; 7,75 (mf etale residuel : NH) ; 8,68 (t residuel, J = 5 Hz : CONH). 
MH+= 765 



15 EXEMPLE 10 

Synthese de {H 2 N(CH 2 )2teWCH2)2NHCH2CONl(CH 2 )i7-CH3l2 (20) 

II est synthetise comme le produit (19) en utilisant le dioctadecylamine a la place de 
(5). Rendement de 73 %. 
20 CLHP . R t = 100.1 min, (H 2 0/MeCN, 10 min[100/0], 10-45 min [0/100], 45-140 min 
[0/100] 
MH+= 708 



25 EXEMPLE 11 

Synthese de NH 2 (CH2)3NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COLysN|(CH 2 ) 17 CH,] 2 (21) 
<RPR 127888 A ) 

Le produit (12) est deprotege par la methode H (Cl-Z). suivie de la methode I. Le 
30 produit final est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP 
analytique. 

CLHP . Rt= 11.76 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*:892 

Spectre de R M N !h (400 MHz. (CDsJ^O d6. a une temperature de 393K. d en 
35 ppm) : 0.91 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt, 60H : (CH 2 ), 5 
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centraux des chaines grasses) ; de 1,35 a 1,75 (mt, 10H : 1 CH2 de chaque chaine 
grasse, (CH 2 ) 3 centraux du lysyle) ; 1.75 (mt, 4H : (CH 2 )2 centraux du butyle) ; 2,00 
(mt. 4H : CH 2 des propyles) ; 2,82 - 2,98 - 3,06 et de 3,10 a 3,50 (respectivement 2 1 
- mt et 2mfs, J = 7 Hz, 18H en totalite : NCH 2 du lysyle - NCH 2 du butyle • NCH 2 des 
5 propyles et NCH 2 des chaines grasses) ; 3,62 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 4,73 (q, J = 7 Hz, 
1H : CONCHCON du lysyle) ; 8,18 (d. J = 7 Hz. 1H : CONH du lysyle). 



EXEMPLE 12 

10 Synthese de NH 2 (CH 2 ) J NH<CH 2 ) 4 NH<CH2)jNHCH 2 COL y s(CI-Z)Nl(CH 2 ) l7 CH3h 
(22) (RPR 122759 A) 

Le produit (12) est deprotege par la methode I. Le produit final est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
15 CLHP . Rt= 16.79 min.(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*:1060 

Spectre de R M N X H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 373K, d en 
ppm) : 0,91 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt, 60H : (CHz) l5 
centraux des chaines grasses) ; de 1,30 a 1,75 (mt, 10H : 1 CH 2 de chaque chaine 

20 grasse, (CH 2 ) 3 centraux du lysyle) ; 1.72 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1,95 
(mt, 4H : CH 2 des propyles) ; 2,98 - 3,06 et de 2.90 a 3,50 (respectivement 2 mts et 
mf, 18H en totalite : NCH 2 du lysyle - NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles et NCH 2 
des chaines grasses) ; 3,59 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 4.75 (q, J = 7 Hz, 1H : 
CONCHCON du lysyle) ; 5,16 (s, 2H : COOCH 2 Ar) ; 6,85 (mf. 1H : OCONH) ; de 

25 7,35 a 7,55 (mt, 5H : H Aromatiques) ; 8,15 (mf, 1H : CONH du lysyle). 

EXEMPLE 13 
Synthese de 

30 NH 2 (CH 2 ),NH(CH 2 )4NH(CH 2 ) J NHCH 2 COLys(CHO)N|(CH 2 ), 7 CHj] 2 (24) (RPR 
122760 A) (24). 

a- NHBoc(CH 2 ) 3 NBoc(CH 2 )4NBoc(CH 2 )jNBocCH 2 COLysNl(CH 2 ), 7 CHjl 2 (23) 
Le produit (12) est deprotege par la methode H (Cl-Z) avec rendement de 65% et 
35 utilise sans autre purification. 
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CLHP . Rt= 20.82 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 

b- NH J (CH 2 ),NH(CH2)4NH(CH 2 ) J NHCH 2 COLys(CHO)Nl(CH2),7CHjI 2 (24) 

Le produit (23) est couple avec l'acide formique par la methode G. Le produit est 
5 purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=13.60 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mfcf: 920 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6. a une temperature de 383K. d en 
ppm) : 0,92 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt. 60H : (CH 2 )i 5 

10 centraux des chaines grasses) ; de 1,35 a 1,70 (mt, 10H : 1 CH 2 de chaque chaine 
grasse, (CH 2 ) 3 centraux du lysyle) ; 1.73 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1.98 
(mt. 4H : CH 2 des propyles) ; de 2.85 a 3,50 (mt. 18H : NCH 2 du lysyle - NCH 2 du 
butyle - NCH 2 des propyles et NCH 2 des chaines grasses) ; 3,62 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 
4,75 (mt, 1H : CONCHCON du lysyle) ; 7,60 (mf, 1H : CONH) ; 8,05 (s large, 1H : 

15 CH de I'aldehyde) ; 8.18 (mf. 1H : CONH du lysyle). 



EXEMPLE 14 
20 Synthese de 

NH 2 (CH 2 )jNH<CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COLys[Cholesteryl]NKCH 2 ), 7 CH,h (25) 
(RPR 128142 A) 

Le produit (23) est couple avec du cholesteryl chloroformate selon la methode G 
25 (sans utilisation du reactif BOP). Le produit est purifie par CLHP semipreparative et 
les fractions analysees par CLHP analytique. 

CLHP . Rt=21.66 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
IVttf : 1304 

30 SpectredeRMN l U (600 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, d en ppm) : 0,68 et 0,98 (2 s, 3H 
chacun : CH 3 en 18 et CH 3 en 19 du cholesteryle) ; 0,86 (mt, 12H : CH 3 des chaines 
grasses et CH 3 en 26 et 27 du cholesteryle) ; 0,91 (d, J = 7 Hz, 3H : CH 3 en 21 du 
cholesteryle) ; 1.31 (mt, 60H : (CH 2 )is centraux des chaines grasses) ; de 0,80 a 2.30 
(mt, 42H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse - CH 2 en 1. 2, 4. 7. 11, 12, 15. 16. 22, 23 

35 et 24 du cholesteryle - CH en 8. 9, 14. 17, 20 et 25 du cholesteryle - (CH 2 ) 3 centraux . 
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du lysyle et CH 2 des propyles) ; 1.65 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 2,88 et 
2,96 (2 mts, 14H en totalite : NCH 2 du lysyle - NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles) 
; de 3,20 a 3.50 (mt, 4H : NCH 2 des chaines grasses) ; 3,64 (s. 2H : NCH 2 CON) ; 
4,23 (mt, 1H : CH en 3 du cholesteryle) ; 4,63 (rat, 1H : CONCHCON du lysyle) ; 
5 5,30 (mt, 1H : CH en 6 du cholesteryle) : 6.98 (mt. 1H : NHCOO) ; 7,90 (mt, 1H : 
CONH du lysyle) ; 8,60 a 9,10 (mfs echangeables). 



10 EXEMPLE 15 
Synthese de 

NH 2 (CH 2 ),NH(CH 1 )4NH(CH 2 ),NHCH2COLys|Arachidonyl]N|(CH 2 ) 17 CH J ] 2 (26) 
(RPR 130605) 

15 Le produit (23) est couple avec de 1'acide arachidonique sous courant d' azote et a 
l'abris de la lumiere selon la methode G. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les tractions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=20.67 min.(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mif: 1177 

20 Spectre de R M N l H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, a une temperature de 393K, d en ppm) : 0,90 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 
des chaines grasses) ; 0,91 (t, J = 7 Hz, 3H : CH 3 de l'arachidonyle) ; 1.31 (mt. 60H : 
(CH 2 ), 5 centraux des chaines grasses) ; de 1,35 a 1,75 (mt, 18H : 1 CH 2 de chaque 
chaine grasse - (CH 2 ) 3 centraux et CH 2 central de rarachidonyle et (CH 2 ) 3 centraux 

25 du lysyle) ; 1.75 (mt, 4H : (CH 2 ), centraux du butyle) ; 2.02 (mt, 4H : CH 2 des 
propyles) ; 2,10 (mt. 6H : COCH 2 et les deux =CCH 2 de L'arachidonyle) ; 2,80 - 2,97- 
3,06 et de 3,10 a 3.50 (respectivement mt - 1 - mt et 2 mfs. J = 7 Hz, 24H en totalite : 
=CCH 2 C= de l'arachidonyle - NCH 2 du lysyle - NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles 
et NCH 2 des chaines grasses) ; 3.62 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 4.73 (dd, J = 8 et 5 Hz, 1H 

30 : CONCHCON du lysyle) ; 538 (mt, 8H : CH=CH de l'arachidonyle). 



EXEMPLE 16 

Synthese de NH 2 <CH 2 )jNH<CH 2 )4NH<CH 2 ),NHCH 2 COGIuN[<CH 2 ) 17 CHi] 2 (28) 
35 (RPR 126097 A ) 
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a- Boc-Glu(0-Bz)-dioctadecylamine (27) 

Le produit est synthetise par couplage de Boc- GLU(OBz) et de dicxrtadecylamine par 
la methode F avec un rendement de 90 % 
5 CCM Rf= 0.88 (CHCla/MeOH, 9:1) 

b- NH 2 (CH 2 )3NH(CH2)4NH(CH2>jiWHCH 2 COGIuNl(CH 2 ), 7 CH 3 h (28) 
Le produit (3) ou (4) est couple au produit (27) par la methode G, suivie de la 
methode H (deprotection Cl-Z). Le produit final est purifie par CLHP semipreparative 
10 et les fractions ana ly sees par CLHP analytique. 

CLHP . Rt= 14.64 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH + : 893 

Spectre deRMN !h (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6 ( a une temperature de 383K, d en 
ppm) : 0,90 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,30 (mt, 60H : (CH 2 ) l5 

15 centraux des chaines grasses) ; 1,56 (mf, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; de 
1,60 a 2,00 (mt, 2H : CH 2 central du glutaryle) ; 1.73 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du 
butyle) ; 1,98 (mt, 4H : CH 2 des propyles) ; 2,32 (t, J = 7 Hz, 2H : COCH 2 du 
glutaryle) ; 3,00 - 3,06 et 3,45 (respectivement t et 2 mts, J = 7 Hz, 16H en totalite : 
NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles et NCH 2 des chaines grasses) ; 3,65 (s large, 2H 

20 : NCH 2 CON) ; 4,85 (mt, 1H : CONCHCON du glutaryle) ; 8/19 (s large. 1H : CONH 
du glutaryle). 



EXEMPLE 17 
25 Syn these de 

NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ),NHCH 2 COGlu(0-Bz)Nl(CH 2 ) I7 CH3l 2 (29) 
(RPR 123027 A) 

Le produit (3) est couple au produit (27) et deprotege par la methode G (Boc).Le 
30 produit final est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP 
analytique. 

CLHP . Rt= 16.02 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mtf : 983 
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S pectre de R M N ! H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 413K. d en 
ppm) : 0,89 (t, J = 7 Hz. 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,30 (mt, 60H : (CH 2 ) 15 
oentraux des chaines grasses) ; 1,55 (mf, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1.72 
(mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; de 1.75 a 2,00 (mt, 2H : CH 2 central du 
5 ghitaryle) ; 1,99 (mt, 4H : CH 2 des propyles) ; 2,47 (t, J = 7 Hz, 2H : COCH 2 du 
glutaryle) ; 2,95 - 3,05 et 3,40 (3 mts, 16H en totaltte : NCH 2 du butyle - NCH 2 des 
propyles et NCH 2 des chaines grasses) ; 3,62 (s large, 2H : NCH 2 CON) ; 4,85 (mt. 
1H : CONCHCON du glutaryle) ; 5.14 (AB limite, J = 12 Hz, 2H : CH 2 du benzyle) ; 
7,35 (mt, 5H : H Aromatiques du benzyle) ; 8,23 (mf. 1H : CONH du glutaryle). 

10 

EXEMPLE 18 
Synthese de 

NH 2 (CH 2 )jNH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH2COGlu(Galactosamide)N[(CH 2 ) 17 CH J l 2 
15 (31) (RPR 130596 A) 

a- BocNH(CH 2 ) J NBoc(CH2)4NBoc(CH 2 )3NBocCH 2 COGluNl(CH 2 ),7CH J ] 2 (30) 

Le produit (3) est couple au produit (27) et le groupe de protection OBz de la chaine 
laterale est clive par la methode H (Cl-Z) et utilise sans autre purification. 
20 CLHP . Rt= 22.84 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MB*: 1293 

b-NH 2 (CH2)3NH(CH 2 ) 4 NH<CH 2 )3NHCH 2 COGlu(Galactosamide)Nl(CH 2 ),7CH,I 2 
(31) 

25 Le produit (30) est couple avec du D(+)-Galactosamine chlorhydrate selon la 
methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees 
par CLHP analytique. 

CLHP . Rt=13.71 min.(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MJT: 1054 

30 

EXEMPLE 19 
Synthese de 

NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 )4NH(CH 2 )3NHCH 2 COGlu(Galactosamide)N|(CH 2 ) 17 CH,I 2 
35 (32) (RPR 130595 A) 
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Le produit (30) est couple avec du D(+) -Glucosamine chlorhydrate selon la methode 
G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par 
CLHP analytique. 

5 CLHP . Rt=12.27 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MB*: 1054 



EXEMPLE 20 
10 Synthesede 

NH 2 (CH 2 ),NH(CH2>4NH(CH 2 ),NHCH 2 COGlu(Mannosamide)N[(CH 2 ) 17 CHj 2 
(33) (RPR 130598 A) 

Le produit (30) est couple avec du D(+)Mannosamine chlorhydrate selon la methode 
15 G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par 
CLHP analytique. 

CLHP . Rt=42.98 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mif : 1054 



20 

EXEMPLE 21 
Synthese de 

NH 2 (CH 2 ),NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 )3NHCH:COGlu(N(CH3) 2 )N[(CH 2 ),7CH J ] 2 (34) 
(RPR 131111 A) 

25 

Le produit (30) est couple avec de la Dimethylamine selon la methode G. Le produit 
est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=14.44 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mif: 920 

30 Spectre deRMN *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, d en ppm) : 0,89 (t, J = 7 Hz, 6H : 
CH 3 des chaines grasses) ; 1.25 (mt, 60H : (CH 2 )i 5 centraux des chaines grasses) ; 
1,43 et 1,60 (2 mts, 2H chacun : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,65 (mt, 4H : 
(CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1.65 et de 1,85 a 2,00 (2 mts, 1H chacun : CH 2 central 
du glutaryle) ; 1.95 (mt, 4H : CH 2 des propyles) : 2.32 (AB limite. 2H : COCH 2 du 

35 glutaryle) ; 2,80 et 2.92 (2s, 3H chacun : CON(CH 3 ) 2 ) ; de 2,85 a 3.05 (mt, 12H : 
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NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles) ; 3,00 - 3.22 - 3.45 et 3.58 (4 mts. 1H chacun : 
NCH 2 des chaines grasses) ; 3.78 (AB, J = 16 Hz, 2H : NCH 2 CON) ; 4.75 (mt, 1H : 
CONCHCON du glutaiyle) ; 8.72 (d. J = 7,5 Hz, 1H : CONH du glutaryle) ; 8,85 et 
de 8,90 a 9,15 (mfs echangeables). 

5 

EXEMPLE 22 

Synthese de NH 2 (CH 2 )3NH<CH 2 )4NH(CH 2 )jNHCH 2 COGIyN[(CH 2 )i,CH ] ] 2 (35) 
(RPR 122767 A) 

10 

Synthetise de la mane maniere que le produit (6), mais en utilisant de la 
didodecylamine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=9.54 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
15 MIT: 653 

SpectredeRMN *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 403K, d en 
ppm) : 0,93 (t, J = 7 Hz. 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,33 (mt, 36H : (CH 2 ), 
centraux des chaines grasses) ; 1,58 (mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,75 
(mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1,95 et 2,00 (2 mts, 2H chacun : CH 2 central 
20 des propyles) ; 2,98 et 3,00 (2 mts, 12H en totalite : NCH 2 du butyle et NCH 2 des 
propyles) ; 3,30 (t, J = 7Hz, 4H : NCH 2 des chaines grasses) ; 3,58 (s, 2H : 
NCH 2 CON) ; 4,05 (s, 2H : CONCH 2 CON du glycyle). 



25 EXEMPLE 23 

Synthese de NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 )4NH(CH 2 ),NHCH 2 COGlyNl(CH 2 ), 2 CHjh (36) 
(RPR 122774 A) 

Synthetise de la meme maniere que le produit (6), mais en utilisant de la 
30 ditridecylamine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=10.64 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH +: 681 

Spectre de R M N l H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 393K, d en 
35 ppm) : 0.91 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,33 (mt, 40H : (CH 2 ), 0 
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centraux des chaines grasses) ; 1,58 (mts, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1.75 
(mt. 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 2,00 (mt. 4H : CH 2 central des propyles) ; 2,98 
et 3,08 (2 1, J = 7 Hz, 12H en totalite : NCH 2 du butyle et NCH 2 des propyles) ; 3,32 
(t. J = 7 Hz, 4H : NCH 2 des chaines grasses) ; 3,65 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 4,06 (d. J = 
5 4 Hz, 2H : CONCH 2 CON du glycyle) ; 8.60 (s large, 1H : CONH du glycyle). 



EXEMPLE 24 

Synthese de NH 2 (CH z ),NH(CH2)4NH(CH 2 )3NHCH 2 COGIyNl(CH 2 )„CH,] 2 (37) 
10 (RPR 122766 A ) 

Synthetise de la meme maniere que le produit (6), mais en utilisant de la 
ditetradecyl amine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. Le produit est purifie par CLHP 
1 5 semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

£LHE, Rt=9.92 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH +: 709 

Spectre de R M N *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 393K, d en 
ppm) : 0,90 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1.31 (mt, 44H : (CH 2 ) U 

20 centraux des chaines grasses) ; 1,58 (mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,76 
(mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 2,00 (mt, 4H : CH 2 central des propyles) ; 2,98 
et 3,08 (respectivement mt et t, J = 7 Hz. 12H en totalite : NCH 2 du butyle et NCH 2 
des propyles) ; 3,30 (t, J = 7 Hz, 4H : NCH 2 des chaines grasses) ; 3,65 (s, 2H : 
NCH 2 CON) ; 4,06 (d, J = 4 Hz, 2H : CONCH 2 CON du glycyle) ; 8,10 <mf, 1H : 

25 CONH du glycyle). 



EXEMPLE 25 

Synthese NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 )4N[(CH 2 ),NHjCH 2 COGlyN[(CH 2 ), 7 CH,l 2 (39) 
30 (RPR 126096 A) 

a- Synthese de BocNmCH^jNBoc^H^NKCH^jNHBoclCH.COzH (38) 
Pendant la synthese du produit (3), on recupere lors de la purification sur Si0 2 le 
sous produit (38) . Le rendement est de 8 %. 
35 £CM Rf= 0.32 (CHCla/MeOH, 9:1) 
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MH +: 561 

Spectre de R M N l U (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, d en ppm) : de 1.30 al.60 (mt, 4H : 
(CH2) 2 centraux du butyle) ; 1,40 (s, 27H : C(CH 3 ) 3 ) ; 1,56 (mt, 4H : CH 2 des 
propyles) ; 2,68 et 3,11 (respectivement t large et t, J = 7 Hz, 4H chacun : NCH 2 du 
5 butyle et NCH 2 des propyles) ; 2,90 et 2,96 (2 q, J = 7 Hz. 2H chacun : BocNHCH 2 
des propyles) ; 3,18 (s, 2H : NCH 2 COO). 

b-NH 2 (CH 2 ),NH(CH 2 )4Nl(CH 2 )jNH 2 ]CH 2 COGlyNUCH 2 ), 7 CH 3 ] 2 (39) 
Les produits (38) et (5) sont couples selon la methode G. Le produit est purifie par 
1 0 CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=13.60 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH + : 821 

Spectre de R M N *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, d en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,28 
15 (mt, 60H : (CH 2 )i 5 centraux des chaines grasses) ; 1,46 et 1.54 (2 mts, 2H chacun : 1 
CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1.63 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1,91 (mt, 
4H : CH 2 des propyles) ; de 2.85 a 3,15 (mt. 12H : NCH 2 du butyle et NCH 2 des 
propyles) ; 3,24 (mt, 4H : NCH 2 des chaines grasses) ; 3,76 (mf, 2H : NCH 2 CON) ; 
4.05 (s large, 2H : CONCH 2 CON du glycyle). 

20 

EXEMPLE 26 
Synthese de 

NH 2 (CH 2 )3NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 3 CONl(CH 2 ), 7 CH 3 l 2 (41> 
25 (RPR 122786 A) 

a-BocNH(CH 2 ) 3 NBoc(CH 2 ) 4 NBoc(CH 2 ) 3 NBoc(CH 2 ) 3 C0 2 H (40) 

On synthetise le produit (40) en faisant une reduction alkylative sur la spermine en 
presence de NaCNBH 3 et de succinic semialdehyde en solution. 

30 Dans un ballon de 200 ml, on chargel.8 gr de spermine, 60 ml de methanol et 0.138 gr 
de NaCNBH 3 La solution est soumise a une vive agitation magnetique . Par 
I'intermediaire d une ampoule isobare on coule en 100 minutes une solution de 5.5 ml 
de succinic semialdehyde (15 %) avec 30 ml de methanol. On maintient l'agitation 100 
minutes. On protege les amines par le groupe Boc de la maniere suivante: on coule sur 

35 le milieu 2.8 ml de TEA puis 8.8 gr de Ditertiobutyl dicarbonate solubilise dans 30 ml 



WO 97/18185 



PCT/FR96/0I774 



47 



de Methanol. On maintient la nuit sous agitation. Le milieu est concentre in vacuo, le 
produit est repris dans Tacetate d'ethyle et extrait avec trois fractions de 50 ml 
NaHC0 3 , les phases aqueuses sont reunies et rincees avec ether (3x100 ml). Le pH de 
la phase aqueuse est descendu 3 avec KHS04, on appr6cie une turbidite due & la 
5 precipitation du produit 41, le melange est extrait avec acetate d'ethyle (3x1 00ml), La 
phase organique est sechee sur MgS0 4 et evaporee in vacuo. Le produit est utilise 
sans autre purification. 

b-NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH 2 ),NH(CH 2 )jCON[(CH2)!7CH3l 2 (41) 
10 Le produit (40) et la dioctadecylamine sont couples selon la methode G. Le produit 
est purif ie par CLHP semipreparative et les fractions analyses par CLHP. 
CLHP . Rt=15.04 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH + : 792 

SpectredeRMN *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, a une temperature de 383K, d en 
15 ppm) : 0,85 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; 1,22 (mt, 60H : (CH 2 ) 15 
centraux des chaines grasses) ; 1,48 (mf, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1.72 
(mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1,88 (mt, 2H : CH 2 central de 
l'aminopentanoyle) ; 1,99 (mt, 4H : CH 2 des propyles) ; 2,42 (t, J = 7 Hz, 2H : 
COCH 2 de l'aminopentanoyle) ; 2,96 - 3,03 et 3,22 (3 rnts, 18H en totalite : NCH 2 de 
20 Taminopentanoyle - NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles et NCH 2 des chaines 
grasses). 



EXEMPLE 27 
25 Synthese de 

NH 2 (CH2),NH(CH 2 )4NH(CH2)3NHCH 2 CONH(CH2) 5 CON[(CH2),7CHj2 (42) 
(RPR 128506 A) 

Synthetise de la rneme maniere que le produit (6), mais en utilisant Boc 6- 
30 arninocaproic acide a la place de BocGly. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=13.94 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mif: 877 

S pectredeRMN ^H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6 t d en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : 
35 CH 3 des chaines grasses) ; 1,28 (mt, 60H : (CH 2 )i5 centraux des chaines grasses) ; 
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1,48 (mt, 10H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse et (CH 2 )j centraux de 
1'aminohexanoyle) ; 1,65 (mt, 4H : (CH 2 ) 2 centraux du butyle) ; 1,95 (mt, 4H : CH 2 
des propyles) ; 2,27 (t, J = 7 Hz, 2H : COCH 2 de 1'aminohexanoyle) ; de 2,85 a 3,30 
(mts, 18H : NCH2 de 1'aminohexanoyle - NCH 2 du butyle - NCH 2 des propyles et 
5 NCH 2 des chaines grasses) ; 3,70 (s large, 2H : NCH^ON) ; de 7,90 a 9,10 (mfs 
echangeables). 

EXEMPLE 28 
10 Synthesede 

NH 2 (CH 2 )jNH(CH 2 )4NH(CH 2 )3NHCH 2 COGlu(ll-amide-undecanyl,hepta.O 
acetyl lactose) N|(CH 2 ) l7 CHj] 2 (43) 
(RPR 130765 A) 

15 Le produit (30) est couple avec de le 1 1 aminoundecanyl hepta O acetyl lactose selon 
la methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
analysees par CLHP analytique. 

CLHP . Rt=15.91 min.(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mif: 1680 

20 

EXEMPLE 29 
Synthese de 

NH 2 (CH2)3NH(CH 2 )4NH(CH 2 )3NHCH 2 COAsm(f^NAc(Ac)j)N[(CH 2 ) I7 CH 3 ] 2 
25 (RPR 131283 A) (45) 

a- Fmoc-Asm-p-Glc-NAc(Ac)j-dioctadecylamine (44) 
Le produit est synthetise par couplage de Fmoc-Asm-(V-Glc-NAc(Ac) 3 -OH et de 
dioctadecylamine par la methode F 
30 CCM Rf= 0.67 (CHClj/MeOH, 9:1) 

CLHP . Rt=25.31 min,(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 



35 
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b.NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH2)jNHCH 2 CO Asm (|i-NAc(Ac) 3 )N|(CH 2 ) 17 CH 3 ] 2 
(45) 

Clivage du groupernent Fmoc du produit (45). 

On coule sur 0.7 gr de produit (45) 20 ml de DMF et 2 ml de Diethylamine. Apres 6 
5 heures de maintient sous agitation le milieu est concentre in vacuo 

Le produit obtenu est couple au produit (3) selon la methode G. Le produit est purifie 
par CLHP semipreparative et les fractions analyses par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=15.35 min.(H 2 0/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Mtf: 1207 

10 

EXEMPLE 30 

Synthese en solution du produit (6) a grande echelle. 

15 

On synthetise le produit (6) en faisant une reduction alkylative sur la spermine en 
presence de NaCNBH 3 et de l'acide glioxylique en solution. 

Dans un ballon de 2 1, on charge 18.2 gr de spermine, 500 ml de methanol et 2 gr de 
NaCNBH 3 . La solution est soumise a une vive agitation magnetique. Par 

20 1' intermediate d'une ampoule isobare on coule en 100 minutes une solution de 8.45 
gr. d'acide glioxylic dans 300 ml de methanol. On maintient T agitation pendant une 
nuit. On protege les amines par le groupe Boc de la maniere suivante: on coule sur le 
milieu 14 ml de TEA puis 100 gr de Ditertiobutyl dicarbonate solubilise dans 200 ml 
THF. On maintient la nuit sous agitation. Le milieu est concentre in vacuo, le produit 

25 est repris dans acetate d'ethyle (250 ml), rince avec KHSO< (6x100 ml) puis avec une 
solution saturee de NaCl (3x100), seche sur MgS0 4 et evaporee in vacuo. Le produit 
est purifie sur colonne de silice avec pour eluant CHCl3/MeOH (9:1). Les fractions 
contenant le produit sont identifiees par CCM, regroupees et evaporees in vacuo pour 
obtenir 10 gr. du produit (6) (rendement de 17 % pour la synthese total). 

30 Les analyses de CLHP analytique, spectre de masse et RMN sont identiques a celles 
du produit obtenue par la methode de phase solide. 



EXEMPLE 31 
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Influence du rapport de charge (amines/ph osphates) sur l'efficacite de transection 17) 
RPR 120S34A. (6) RPR 120535k et (9) RPR 120531 A 

Des echantillons de 1.10 5 cellules [NIH 3T3 t 3LL ou SMClapin] en phase 
5 exponentielle de croissance sur 2 cm^ sont traites par des solutions lipofectant/pCMV- 
LUC, presentant des rapports de charges variables, pendant 2 heures a 37°C sous 5% 
CO2 ; chaque echantillon regoit 2 \ig d'acide nucleique. La recherche de l'expression 
du gene reporter est effectuee apres addition de sferum de veau foetal & 8% final suivie 
d'une incubation de 40 heures dans l'etuve a CO2. 
10 L'activite luciferase est dosee par remission de lumiere [RLU = relative light 

unit] en presence de luciferine, coenzyme A et ATP pendant 10 secondes et rapportee 
a 2000 cellules traitees. Les resultats obtenus sont reportes dans les figures (1), (2) et 
(3). 

De r observation de ces figures, il ressort clairement que la presence d'une 
15 glycine dans le bras « spacer » entre la partie lipidique et la polyamine pemnet 
d'obtenir une meilleure efficacite de transfection pour des ratio nanomoles lipide 
cationique/^ig ADN faibles. 

20 EXEMPLE 32 

Influence du rapport de charge (amines/phosphates) sur Feff i cacite de transfection (20) 
RPR 120527A. (19) RPR 120528A (\1)RPR 120526A et (W RPR 120525A. 

Des echantillons de 1.10 5 cellules NIH 3T3 en phase exponentielle de croissance 
25 sur 2 cm2 sont traites par des solutions lipofectant/pCMV-LUC, presentant des 
rapports de charges variables, pendant 2 heures a 37°C sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon re$oit 1 ng d'acide nucleique. La recherche de l'expression du gene 
reporter est effectuee apres addition de serum de veau foetal a 8% final suivie d'une 
incubation de 40 heures dans Tetuve a CO2. 
30 L'activite luciferase est dosee dans le surnageant obtenu apres lyse des cellules 

par remission de lumiere [RLU = relative light unit) pendant 10 secondes et rapportee 
au mg de proteine. Les resultats obtenus sont reportes dans la figure (4). L'avantage 
de la presence du residu glycine dans le bras « spacer » est encore mis en evidence 
dans cet exemple. 

35 
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EXEMPLE 33 

Influence de la longueur du spacer sur 1'efficacite de transection (fi) 

RPR 120535. (41) RPR 122 786 et (42) RPR 128506. 

5 

Des 6chantillons de 1.10 5 cellules [NIH3T3 et HeLa] en phase exponentielle de 
croissance sur 2 cm 2 sont traitees par des melanges lipide cationique/pCMV-Luc, 
presentant des concentrations variables en lipide cationique, a 37°C en atmosphere 
10 humide sous 5% CO2, pendant 2 heures en absence de proteines seriques. Le milieu de 
croissance des cellules est ensuite supplements par du serum de veau foetal a 8% final 
et la mesure de Texpression du transgene est effectuee apres 40 heures 
supplementaires d'incubation dans Tetuve a C02. 

15 Les caracteristiques structurales des spacers sont comme suit: 



N°RPR 


Spacer 


122786 


120535 


Gly 


128506 


j NH 2 (CH 2 ) 5 CO 



Le tableau I suivant reportent les resultats obtenus qui sont exprimes pour les 
20 efficacites maximum obtenues avec chacun des produits etudies. 





lipide cationiQue 


cellules HeLa 


cellules NIH3T3 


experience 1 
experience 2 


RPR120535 (6) 
RPR122786 (41) 

RPR120535 (6) 
RPR1 28506 (42) 


1.2.10 6 ± 9,7.10" (4) 
2,3.10* ± 1,6.10 s (8) 

2,4.10* ± 3.2.10 s (6) 
1.8.10 6 ± 1,3.10 s (6) 


8,7.10 7 + 4,5.10* (4) 
4,6.10 7 ±5,0.10* (8) 

7,2.10 7 ± 8,3.10* (6) 
5.0.10 7 ± 1,5.10* (6) 



25 



TABLEAU I 
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Les efficacites de transfecton sont donnees en RLU/10s./2>103 cellules traitees. Entre 
parentheses sont indiques les ratio nanomoles lipid/^g ADN. 

Des plasmides differents ont ete utilises pour les experiences 1 et 2, a dose de l\ig et 
5 0,5 \xg ADN/1.105 cellules respectivement dans les experiences 1 et 2. 



Example ?4 : 

10 

Influence de la structure du spacer sur Ue fticacite de transection (6) RPR 120535. 

Dans des conditions d' experimentation identiques a celles decrites dans 1'exemple 
prec6dent, mais avec T introduction d'une lignee supplemental (cellules 3LL), nous 
15 avons compare les efficacites de transfection obtenues avecle lipide cationique (6) 
RPR120535 modifie par substitution sur le « spacer » avec un groupernent type Arg, 
type Lys ou type Glu. 

Les structures des differents spacers sont comme suit: 
20 



N° RPR 


SPACER 


120531 


Arg 


121650 


Arg(Z 2 ) 


127888 


Lys 


122759 


/ 
fr-r 


122760 


7 

i H 


128142 
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120535 


Gly 


123027 | 


GluOBz 


126097 j 

i 


Glu 



Les efficacites de transection sont donnees en RLU/10s./2.103 cellules traitees. 

Des plasmides diff&ents ont ete utilises pour les experiences 1 et 2, a dose de 0,5fig 
5 et l\xg ADN/1.105 cellules respectivement dans les experiences 1 et 2. De l'analyse des 
resultats, il ressort que selon les cellules considerees, la presence d l une chaine d'acide 
amine de preference substitute induit une meilleur ef f icacite de transfection. 



10 
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EXEMPLE 34 

Influence de la presence de DOPE dans le melange iipofectant/ADN (9) RPR 120531 A 

5 

Selon le meme protocole que celui utilise dans l'exemple 31 il est ajoute de la 
DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolarnine) au lipide cationique (9) RPR 120531 A a des 
rapports molaires variables avant addition du DNA dans le melange de transfection. 

L'activite lucif erase est dosee dans le surnageant apres lyse des cellules et 
10 rapportee au mg de proteine (figure 5). 

La presence de DOPE dans les melanges lipofectants permet d'ameliorer 
Tefficacite de transfection quand la concentration en (9) RPR 120531 A est faible. 

15 EXEMPLE 35 

Effet du serum sur l'efficacite de transfection (6) RPR 120535A. (9) RPR 120531A et 
(10) RPR 121650A 

Des echantillons de 1.10 s cellules [NIH 3T3 ou Hela] en phase exponentielle de 
croissance sur 2 cm 2 sont traites par des solutions lipofectant/pCMV-LUC (3 
20 nanomoles lipofectant/jig ADN) en absence de serum pendant 2 heures ou en presence 
de serum dans le milieu de culture. Dans cet exemple chaque echantillon regoit 2 \xg 
d'ADN. L'expression de la lucif6rase est recherchee dans le surnageant des lysats 
cellulaires, exprimee en RLU/lOs. et rapportee au mg de proteine. De l'analyse des 
resultats, il ressort que la presence de serum n'a pas d'effet notable sur la transfection. 

25 

EXEMPLE 36 

Influence de la concentration en acide nucleique dans les melanges ADN/lipofectant 
(20)RPR 120527A. i\9)RPR 120528A (17) RPR 120526A et (16) RPR 120525A 

30 

Dans les conditions decrites dans Texemple 31 des echantillons de cellules NIH 
3T3 sont transferees dans des conditions ou les ratios nanomoles lipofectant/ng 
d'ADN sont optimises - voir exemple 32 - [ratio = 6 pour (20)RPR 120527A et 
(\9)RPR 120528A - ratio = 3 pour (\7)RPR 120526A et (16)RPR 120525A]. Les 
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quantites d'ADN apportees a chaque echantillon varient de 0,5 a 2 |xg. Les resultats 
sont reportes dans la figure 6. 

La transection de L10 5 cellules en phase exponentielle de croissance avec 1 \xg 
d'ADN plasmidique semble un bon choix ; en effet 1'augmentation de la quantite 
5 d'ADN utilise entraine une augmentation de la concentration en lipide cationique au 
contact des cellules et done des problemes de toxicite dans certains cas. A plus faible 
concentration en ADN la proportionality avec Tefficacite de transfection n'est plus 
obtenue. 

10 

EXEMPLE 37 

Essais de transfection in vivo avec des lipopolyamines selon Tinvention. 

15 On procede a une injection d'une solution contenant une lipopolyamine selon 
T invention, preparee comme decrit ci-dessus, dans la tumeur 7 jours apres 
implantation, la souris etant anesthesiee avec un melange Ketamine + Xylaztne. Deux 
jours apres I'injection, on preleve du tissus tumoral, qui est pese puis hache et broye 
dans 500 ^1 tampon de lyse (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Apres 

20 centrifugation (20 000 g pendant 10 minutes), on preleve 10 |ii qui servent a 
1'evaluation de Tactivite luciferase par mesure de 1'emission lumineuse totale obtenue 
apres melange avec 50 \x\ de reactif (Promega Luciferase Assay Substrate ) dans un 
luminometre Lumat LB 9501 (Berthold), integration sur 10 secondes.L'activite 
resultante est exprimee en RLU (Relative Lights Units) estimes dans la totalite du 

25 surnageant de lyse tumorale, ou en RLU par \xg d'ADN injecte. le tableau III rend 
compte des resultats obtenus. 
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REVENDICATIONS 



1. Lipopolyamine, sous forme D, L ou LD et ses sels, caracterisee en ce qu'elle 
5 est representee par la formule generale I 



R3 



O 



Rl 



R2 



\ 
/ 



N 



/ 

(CH 2 ) 

m _ 



(CH 2 ) 



R4 



n 



Dans laquelle : 

Rl f R2 et R3 representent independamment l'un de 1* autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q-NRR* avec 

10 q pouvant varier entre 1, 2, 3. 4, 5 et 6 ceci de maniere independante entre ies 
differents groupements Rl, R2 et R3 et 

R et R' representant independamment Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH 2 )q , -NH 2 , q' pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 5 et 6 oeci de maniere 
independante entre les differents groupements R et R\ 

15 m ( n et p representent, independamment Tun de l'autre, un nombre entier pouvant 
varier entre 0 et 6 avec lorsque n est superieur a 1 , m pouvant prendre des valeurs 
differentes et R3 des significations differentes au sein de la formuie generale I et 

R4 represente un groupement de formule generale II 
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R5 




X— *" CH) Y ] N 



u 



\r7 



dans laquelle: 

R6 et R7 represented independamment Tun de l'autre un atome d'hydrogene ou un 
radical aliphatique, sature ou non, en CIO a C22 avec au moins Tun des deux 
5 groupements etant different de l'hydrogene, 

u est un nombre entier choisi entre 0 et 10 avec lorsque u est un entier superieur a 1 
R5, X, Y et r pouvant avoir des significations differentes au sein des differents motifs [ 



X represente un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou 



Y represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene 

R5 represente un atome d'hydrogene ou une chaine laterale d'acide amine nature! , le 
cas echeant substitute et 

r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a 1, R5 representant 
15 une chaine laterale d'acide amine naturel substitue ou non et lorsque r est superieur a 
1, R5 representant un atome d'hydrogene. 

2. Lipopolyamine selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle est 
representee par Tune des sous formules suivantes 



X-(CHR5)r-Y] 



10 



non, 




R4 



20 



o 



III 
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o 




dans lesquelles R4, R6 et R7 sont definis comme en revendication 1. 

5 3. Lipopolyamine selon la revendication 2 caracterisee en ce que R4 y 

represente un groupement NR6R7 avec R6 et R7 figurant dans les sous formules III a 
XII un groupement identique choisi parmi (CH 2 )i7 CH 3 , (CH 2 ) n CH 3l (CH 2 ) U CH 3 ou 
(CH 2 ) 12 CH 3 . 

10 4. Lipopolyamine selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 

qu'elle est associee a un element de ciblage extra ou intracellulaire. 

5. Lipopolyamine selon la revendication 4 caracterisee en ce qu'elle incorpore 
l'element de ciblage au niveau de la chaine laterale d'acide amine figuree par le 

15 substituant R5. 

6. Lipopolyamine selon la revendication 4 ou 5 caracterisee en ce qu'il s'agit 
d un Hgand de recepteur cellulaire present a la surface du type cellulaire cible. 

7. Lipopolyamine selon Tune des revendications 4 a 6 caracterisee en ce que 
cet element de ciblage est choisi parmi des sucres, des peptides tels que des anticorps 

20 ou fragments d f anticorps ( des ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de 
ceux-ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs tels que des ligands de recepteurs 
de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de lectines 
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cellulaires ou de recepteurs de proteines d'adhesion de type integrates, de recepteur de 
la transferrine, des lipides HDL ou LDL et/ou des oligonucleotides. 

8. Lipopolyamine selon l'une des revendications 4 ou 5 caracterisee en ce que 
cet element de ciblage est representee par une sequence signal de localisation 

5 nucleaire. 

9. Lipopolyamine selon l'une des revendications precedentes caracterisee en 
ce qu'elle incorpore un agent marqueur de type biotine, rhodamine, folate ou une 
sequence peptidique ou pseudopeptidique lineaire ou cyclique comportant 1'epitope 
Arg-Gly-Asp au niveau de la chaine laterale d'acide amine figuree par R5. 

10 10. Lipopolyamine selon l'une des revendications precedentes caracterisee en 

ce qu'elle est choisie parmi : 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3l2 
H2N (CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2) 1 7-CH3]2 

15 H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2Nt(CH2)l7-CH3l2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodamine)N[(CH2)l7-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2)l7-CH3]2 

{ H2N(CH2)3l 2N(CH2)4N { (CH2)3NH2 } (CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2) 1 7-CH3J2 

{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3l2 

20 {H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)2)2N(CH2)2NHCH2C0N[(CH2)17-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7l2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l7]2 

25 H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2N[(CH2)l7-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodamine)N{(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2) 1 7-CH3J2 
{H 2 N(CH2)3}2N(CH2)4N{ (CH2)3NH2} (CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 

30 {H2N(CH2)2)2N(CH2)2NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)2)2N(CH2)2NHCH2CON[(CH2)l7-CH3l2 
NH 2 (CH2)3NH(CH2)4N[(CH 2 ) J NH2]CH 2 COGlyNt(CH2> 1 7CHj]2 
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NH2(CH 2 )3NH(CH 2 )4NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COL y sN[(CH 2 ),7CH 3 ]2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COLys [C1-Z]N[(CH 2 ) I7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 )4NH(CH 2 )3NHCH 2 COLys[CHO]N[(CH 2 ),7CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COLys[Cholesteiyl]N[(CH 2 )i7CHj] 2 
5 NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COLys [Arachidonyl]N[(CH 2 ), 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGluN[(CH 2 ), 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH2) 3 NH(CH 2 )4NH(CH2) 3 NHCH 2 COGlu [WCHjJjNKCHz^CH,];, 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH2)„NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlu [0-Bz]N[(CH 2 ) 17 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlu [Galactosamide]N[(CH 2 ) I7 CH 3 ] 2 

10 NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 )4NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COG!u [Glucosamide]N[(CH 2 ) , 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlu [Mannosamide]N[(CH 2 ) I7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 3 CON[(CH2)i 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 CONH(CH 2 ) 5 CON[(CH 2 ), 7 CH 3 ] 2 
NH 2 (CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlyN[(CH 2 )„CH3] 2 

15 NHzCCH^jNHCHzJ^HtCH^jNHCHzCOGlyNKCH^^CHJz et 
NH 2 (CH 2 > 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlyN[(CH 2 ), 3 CH 3 ] 2 

11. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins 
20 xine lipopolyamine selon 1'une des revendications 1 a 10 et au moins un acide 
nucieique. 

12. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce que 1'acide 
nucieique est un acide desoxyribonucleique. 

13. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce que 1'acide 
25 nucieique est un acide ribonucleique. 

14. Composition selon la revendication 11, 12 ou 13 caracterisee en ce que 
1'acide nucieique est modifie chimiquement 

15. Composition selon 1'une des revendications 11 a 14 caracterisee en ce que 
1'acide nucieique est un antisens. 

30 16. Composition selon 1'une des revendications 1 1 a 14 caracterisee en ce que 

1'acide nucieique comporte un gene therapeutique. 
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17 Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique, une 
lipopolyamine selon Tune des revendications 1 a 6 et un adjuvant capable de s'associer 
au oomplexe lipopolyamine/acide nucleique et/ou d'ameliorer son pouvoir transfectant. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que l'adjuvant 
5 est un ou plusieurs lipides neutres. 

19. Composition selon la revendication 18 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques 
ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

20. Composition selon la revendication 19 caracterisee en ce que le ou les 
10 lipides neutres sont des lipides a 2 chaines grasses. 

21. Composition selon la revendication 19 ou 20 caracterisee en ce que le ou 
les lipides neutres sont choisis parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
Voleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 

15 phosphatidylglycerols, les diacylglycSrols, les glyoosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelins) et les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et 
GM2). 

22. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 11 a 
20 21caracterisee en ce que l'adjuvant est ou comprend un compose intervenant au 

niveau de la condensation dudit acide nucleique 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 22 caracterisee en ce 
que ledit compose derive en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline et/ou d'une 
protamine. 

25 

24. Composition pharmaceutique selon la revendication 22 caracterisee en ce 
que ledit compose est constitue en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA) repetes de maniere continue ou non, le nombre 
des motifs pouvant varier entre 2 et 10. 
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25. Composition selon Tune des revendications 11 a 24 caracterisee en ce 
qu'elle comprend de 0,01 a 20 equivalents d'adjuvant pour un equivalent d'acide 
nucleique en poids/poids et, plus preferentiellement, de 0 f 5 a 5. 

26. Composition selon I'une quelconque des revendications 11 a 25 
5 caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 

une formulation injectable. 

27. Composition selon Tune quelconque des revendications 11 a 25 
caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 
une application sur la peau et/ou les muqueuses. 

10 28. Utilisation d'une lipopolyamine selon Tune des revendications de 1 a 10 

pour la transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

29. Procede d'une lipopolyamine selon Tune des revendications 1 a 10 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre le couplage d'au moins une fraction lipidique a au 
moins tine fraction polyamine assymetrique, ladite fraction polyarnine ayant au 

15 prealable ete obtenue par reaction bimoleculaire entre un agent alkylant lie 
covalemment a un support solide et une polyamine symetrique. 

30. Procede selon la revendication 29 caracterise en ce que le couplage de la 
fraction lipidique a la fraction polyamine assymetrique est effectuee au niveau du 
support solide auquel est fixee ladite fraction polyamine assymetrique et en ce que Ton 

20 recup^re ladite lipopolyamine ainsi obtenue. 

31. Procede selon la revendication 30 caracterise en ce qu'il met en outre en 
oeuvre P introduction d' agents marqueurs, de sucres ou de sondes fluorescentes sur la 
lipopolyamine, fixee ou non sur le support solide. 
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Figure 3 
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